


























































































Small  RNAs  are  key  regulators  of  eukaryotic  gene  expression  and  essential  for  genome 
maintenance  and  integrity.  In  somatic  cells  of  the  fruit  fly  Drosophila  melanogaster,  small 
interfering RNAs  (siRNAs) are crucial  for  the  repression of  transposable elements  (TEs), which 
represent a  threat  to  the genomic stability. Fly  siRNAs are generated by  the RNase  III enzyme 
Dicer‐2 (Dcr‐2) and loaded onto Argonaute 2 (Ago2) to fulfill posttranscriptional gene silencing. 
Convergent  transcription  or  transcription  of  inverted  repeats  can  lead  to  endogenously 
derived dsRNA precursors, which are a substrate of Dcr‐2. However, not all transposons match 
these criteria. How TEs are recognized to trigger antisense transcription is elusive. Using a GFP‐
based reporter system  for Drosophila cells  to  reconstruct TE recognition and silencing,  I  tried  to 
understand the prerequisites in cis, i.e. within the targeted locus, that trigger siRNA generation. I 
was able to show that there is a clear copy number dependence of siRNA generation. Neither the 
artificial  combination  of  genetic  elements  in  cis  (such  as  an  intron  and  the  histone  stem  loop 





comparable  to  the  activity  of TEs. By  exploiting  a GFP‐based  reporter  assay  and  sRNA‐seq,  I 
could  demonstrate  that  bona  fide  siRNAs  are  generated  upon  insertion  of  homologous 
recombination donors  that contain a selection cassette. These  siRNAs  target predominantly  the 
inserted  sequence  but  also  spread  to  adjacent  transcribed  regions.  Importantly,  this  RNAi 
response vanishes upon  removal of  the  selection  cassette and marker  free  tagging  circumvents 
siRNA production altogether. Yet,  this underlines  that genome editing  can  trigger endogenous 
cellular defense mechanisms against the manipulation of the genome. 
In  addition  to  canonical  RNAi  biogenesis  and  effector  factors  such  as  Dcr‐2,  Ago2  and 
Loquacious,  further  proteins  are  involved  in  efficient  RNA  interference  in  flies.  Blanks  is  a 
dsRNA binding protein, which  is expressed predominantly  in  testes and  in Schneider  cells.  Its 
depletion results in derepression of TE reporter constructs and transposon transcripts in cultured 
cells. However, Blanks is not involved in the processing and effector function of dsRNA derived 







in proximity  to  annotated  INE‐1  element  insertions,  indicating  that Blanks may be part of  the 
defense against TEs. Due to its distinct expression pattern in flies that is limited to testes, Blanks 
may  be  necessary  for  the  silencing  of TE  that  are  insufficiently  repressed  by  the  rather weak 
piRNA pathway  in  the male germ  line.  Interaction  studies by Co‐IP and MS analysis  revealed 
nuclear import and export factors as potential interactors. This suggests that Blanks functions as a 
dsRNA  export  factor  for  selected  substrates. Upon  blocking  of  the  nuclear  re‐import,  Blanks 
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7.2.3  Endogenous TEs  are  slightly de‐repressed, TE‐mapping  siRNAs  biogenesis  is 


















































Beside  regulation mechanisms  that  are  based  on  proteins,  small  RNAs  are  involved  in  such 
processes. One class of small RNAs, microRNAs, were originally described by (Lee et al., 1993) in the 
nematode Caenorhabditis  elegans. The authors  found  that  lin‐14 mRNA  translation  is  regulated by a 
small, 22 nt  long antisense RNA. The phenomenon  turned out  to be conserved  in many eukaryotes 
(Fire et al., 1998).  
Two protein‐families proved  to be key players  in RNA  interference  (RNAi): Dicer‐proteins and 
Argonaute‐proteins. The Ribonucleases III (RNase III)Dicer is involved in the biogenesis of functional 
small RNAs by cleaving longer double‐stranded RNA precursors (dsRNA) but it participates also in 
other  processes  such  as  Toll  immune  signaling  (Wang  et  al.,  2015b).  RNase  III  enzymes  are 
endoribonucleases  that  cleave dsRNA molecules and  consist of nuclease domains, dsRNA binding 
domains,  helicase  domains  and  PAZ  domains  (Lamontagne  et  al.,  2001).  However,  the  effector 
function  of  the  small  RNAs  to  targets with  complementary  sequence  is mediated  by  Argonaute 
proteins  (Azlan et al., 2016; Ghildiyal and Zamore, 2009; Meister, 2013; Wilson and Doudna, 2013). 
Argonaute  proteins  are  crucial  for  RNAi‐mediated  gene  silencing  but  are  also  involved  in  other 















the  ping‐pong  cycle.  The  Argonaute  family  proteins  Ago3  and  Aub  are  the  key  players  of  the 
amplification  loop. Loaded  in PIWI, another Argonaute  family member, piRNAs are able  to silence 
the  activation  and  translocation of  transposons  (Hartig  et  al.,  2007; Khurana  and Theurkauf,  2010; 
Siomi et al., 2010; Siomi et al., 2011; Wang et al., 2015a). The coding capacity for piRNAs is stored in 




2004). The resulting  transcript  is  folded  into a hairpin  (pri‐miRNA) and processed by  the RNase  III 
enzyme Drosha together with the dsRNA binding protein (dsRBP) Pasha into the shorter pre‐miRNA 










Fukaya and Tomari, 2012). These  functions are mediated by  the GW‐family proteins  (Eulalio et al., 
2009). 
miRNAs are  involved  in  several cellular processes  such as development and cell  fate decisions 
(Chawla  and  Sokol,  2011;  Choi  et  al.,  2013).  Moreover,  they  participate  in  many  housekeeping 
functions, regulate gene expression after environmental stress (Ghildiyal and Zamore, 2009) and take 
part in cell signaling (Luhur et al., 2013).  
1.3 siRNAs  fight  viral  infection  and  block  transposable 
element activity 
Contrary  to miRNAs,  exogenous  long  double‐stranded  RNAs  (dsRNA), which  appear  upon  viral 
infection,  can be  the  substrate  for  the  siRNA biogenesis pathway  (Sabin et al., 2013). The  resulting 
small RNAs are known as exo‐siRNAs. 
Dcr‐2 together with the dsRBP R2D2 processes dsRNA precursors in a highly processive manner 




complementarity,  a  two  nucleotide  overhang  at  the  3’‐end  and  a  5’  phosphate  (Kandasamy  and 
Fukunaga, 2016; Kim et al., 2006; Kim et al., 2009; Patel et al., 2006; van Rij and Berezikov, 2009). The 
duplex  is  loaded  by  the  RISC‐loading  complex  (RLC)  consisting  of  Dcr‐2  and  R2D2  and  by  the 
chaperone Hsp70/90  into  the RISC comprising of Ago2 and  the siRNA guide strand  (Tomari et al., 
2004).  Thereby,  R2D2  determines  the  fate  of  guide  and  passenger  strand  by  sensing  the  duplex 
formation energy of either end. The endonuclease C3PO  facilitates  separation of  the  strands of  the 
duplex by cutting the passenger strand endonucleolyticly. The guide strand remains within RISC and 
fulfills  its  effector  function  by  guiding  it  to  cognate mRNAs, which  are  endonucleolyticly  cleaved 
(Meister, 2013). The remaining fragments of the mRNA are degraded by the exosome and Xrn1. 
Another class of siRNAs is represented by the endo‐siRNAs whose function is mainly to suppress 
the  harmful  effects  of  transposable  elements  (TEs).  According  to  current  knowledge,  dsRNA 
precursors  are  generated  upon  transcription  from  structured  loci  or  pseudogenes,  convergent  or 
bidirectional  transcription events and  read‐through  transcription of antisense oriented  transposons. 












from  endogenous  sources,  whereas  exo‐siRNAs  are  produced  from  exogenous  dsRNA  precursors  introduced  via  viral 
infection. The  long dsRNA precursors  are processed  by RNase  III  enzymes  (Drosha, Dcr‐1  and Dcr‐2)  that  interact with  a 
dsRBP (e.g. R2D2 or Loquacious). The regulative function of the RISC is mediated via complementarity of the small RNA to the 












The  goal  of  this  thesis was  to  gain  a deeper  understanding  of  the RNA  interference pathways  in 
Drosophila  melanogaster.  On  the  one  hand,  I  investigated  if  and  how  genetic  elements  in  cis  can 









 First,  I present my contributions  to  the CRISPR/Cas9‐mediated genome editing protocol 
that was developed in our lab. I established reagents to generate shut down cell lines that 




to  show  that  the  selection  cassette  is  responsible  for  triggering  the RNAi  response and 
that this effect can be reverted by removing the marker. 
 To understand  transposon  recognition,  I  investigated  the prerequisites  in cis  (i.e. on  the 
local  genomic  sequence  level)  that  are  able  and/or  necessary  to  stimulate  a  siRNA 
response. To this end, I used GFP‐based reporter assays and deep sequencing. 
 Moreover, I developed and robustly established a protocol  that allows the  identification 
of the interactome of epitope tagged proteins. In vivo cross‐linking, immunoprecipitation 
and mass  spectrometry  based  readout were optimized  to provide  a  tool  for  functional 








 Finally,  I  applied  several  of  the  developed methods  to  answer  the  question  how  the 




















can  fold  into hairpins and  fulfill a  structural  role  for  interaction with  the CRISPR associated  (Cas) 
proteins. During a process that is called acquisition, parts of the viral genomes are integrated into the 
CRISPR locus to trigger an inheritable defense mechanism against the corresponding phage.  
The  long  transcript  that  derives  from  this  CRISPR  array  (pre‐crRNA)  is  cleaved  into  shorter 
crRNAs which  are  incorporated  into  a Cas  protein  family  nuclease  (Figure  3—1A).  The  resulting 




In  recent  years,  genome  editing  with  the  help  of  the  CRISPR/cas  system  has  become  an 
indispensable  tool  for molecular  biology. The CRISPR‐“revolution”  has  shifted  our  attention  from 
cloning work  in  the  context of plasmids or bacterial  artificial  chromosomes  to  the modification of 
genes  in  their  chromosomal  context.  Tagging  at  the  genomic  locus  offers  several  advantages 
compared to the transient expression of tagged proteins: The expression levels of the epitope tagged 
proteins  are  similar  to  the  endogenous  protein  and  the  risk  of  overexpression  artifacts  is  limited. 
Moreover, the expression of the untagged protein is reduced or, if all alleles are modified, absent. This 




















from  targeting  the  bacterial  CRISPR  locus, which  of  course  also  contains  a  perfect match  to  the 





The  introduced DSB  can be  repaired  either by  an  error‐prone pathway  (end‐joining  activities), 
potentially leading to targeted mutagenesis, or by homology directed repair (Figure 3—1D). The latter 
is normally  free of  errors  (when  the  sister  chromatid  serves  as donor) but offers  the possibility  to 
introduce an experimentally provided, custom‐modified homologous recombination (HR) donor into 
the  desired  locus  (Doudna  and Charpentier,  2014). Various methods  that  combine  programmable 
cleavage  of DNA  by CRISPR/Cas9with  artificial  homologous  recombination donors  in  cell  culture 
have been described, e.g. (Bassett et al., 2014; Byrne et al., 2014; Böttcher et al., 2014; Fetter et al., 2015; 
Fu  et  al.,  2014;  Li  et  al.,  2014; Wyvekens  et  al.,  2015).  These  strategies  can  be  broadly  grouped 




construct,  19  nt  sequence  homology  to  the  target  locus)  and  HR  donors  for  selectable  genome 





recombination repair of  the DSB. After enrichment of cells  that have successfully  integrated the HR 
donor(via  antibiotic‐containing medium),  the  resistance marker  can  be  removed  via  the  Flp/FRT 
system (Böttcher et al., 2014). 







Figure  3—1:  Schematic  representation  of  the  Cas9‐mediated  introduction  of  the  DSB.  (A)  The  complex  of  Cas9  nuclease 
(yellow)  and  sgRNA  targets  the  dsRNA  via  the  PAM  (orange)  interaction  followed  by  base  pairing  between  the CRISPR 
sequence (green) and the complementary target sequence. Cleavage of the dsDNA occurs. (B) As an example, the Cas9‐CRISPR 
target of the act5C locus is depicted. A PAM is located close to the stop codon. The CRISPR sequence is marked by a black box. 
The position of  the  cleavage  is  indicated by  red arrowheads.  (C)  Illustration of  the  structural  features underlying  the PAM 
recognition process. R1333 and R1335 establish hydrogen bonds with the two guanosines of the PAM and position the enzyme 
on the dsDNA. (D) After the introduction of the DSB, the DNA lesion can be repaired either by the potentially error‐prone end‐







can  introduce  the HR donor which  contains  the  tag  (GFP)  and  a  selection  cassette. Positive  clones  are  enriched  using  the 
selection marker which results in a heterogeneous cell population (1). By single cell cloning, a clonal cell line can be generated 







3.2.1 The  use  of  the  puromycin  resistance  as  an  alternative  selection 
marker 













cytometry measurements. While  the  forward  scatter  (FSC) describes  the  size  of  the  cells,  the  side 
scatter (SSC) represents the granularity. Cells that do not withstand the selection pressure either due 
to  overly  concentrated puromycin  or  the  absence  of  the  resistance  gene, will die. Dead  cells have 
increased FSC and SSC values and are separated well  in a FSC‐SSC scatter plot  from healthy cells. 
During  analysis,  the  amount  of  cells  whose  FSC‐SSC  values  in  the  scatter  plot  differ  from  the 
untreated control can be quantified by creating appropriate analysis regions. Moreover, the density of 
the  cells  in  the  culture disc  is measured  indirectly during  flow  cytometry  as  cell  count  events per 
second. Exploiting both methods,  it becomes  evident  that  0.5  μg/ml puromycin  is  sufficient  to kill 
naïve  S2  cells  and  also  blasticidin  resistant  cells,  while  no  dying  cells  can  be  detected  for  the 
puromycin resistant cell line (dashed lines). The resistant cells are proliferating well, while the other 























Figure  3—3:  Assays  to  determine  the  optimal  puromycin  concentration  to  select  successfully  modified  cells.  (A)  Flow 
cytometry data for puromycin resistant, blasticidin resistant or naïve cells after addition of various amounts of puromycin to 
the  cell  culture  medium.  FSC‐SSC  scatter  plots  of  the  samples  were  used  for  the  quantification  which  is  depicted.  The 
percentage of dead cells (dashed lines) anti‐correlates with the cell density of the surviving cells (survival graphs; solid lines). 













separates  the  endogenous  promoter  from  the  gene  body.  We  chose  the  inducible,  bi‐directional 
mtnDE (metallothionein) promoter for this purpose. Induction is possible by adding e.g. CuSO4 to the 
growth medium  and  the  promoter  can  drive  expression  of  the  selection marker  and  the  tagged 
protein concomitantly. As for the C‐terminal approach, our vector templates contain constant regions 





If all alleles  for a given gene  in  the S2 cell genome have been modified,  the  introduced mtnDE 
promoter allows CuSO4‐dosage dependent heterologous control over  the expression of  the  targeted 
gene. As  an  example, we derived  cell  lines with N‐terminally  FLAG‐tagged Blanks  protein. After 
clonal  selection,  I  could  readily  identify  cells  that  carried  only modified  blanks  alleles  using  PCR 
reactions.  This  cell  line  allowed me  to  tune  the  expression  level  of  Blanks;  analysis  by  RT‐qPCR 
demonstrated  that  both  transcription  shutdown  and  overexpression  situations  can  be  obtained 
(Figure 3—4B and C). A potential caveat is that the mtnDE promoter in the non‐induced state appears 
to be partially leaky. The remaining transcript levels (12 % of wt levels) are comparable to those of an 
efficient  knockdown  of  the  gene  (7 %  of wt  levels).  This  leakiness  likely  varies  according  to  the 
genomic integration site due to local epigenetic marks, nearby enhancers or promoter strength of the 
endogenous gene. 
By  titrating  copper  ions  to  the  cell  culture medium  the  expression  of  blanks  can be  stimulated 
continuously. Directly after addition of the inducer, the mRNA levels of blanks increase dramatically 
up to 15‐fold above the wt levels and decrease to steady‐state levels after approximately one day. The 




















During my  studies,  I was  able  to  participate  in  simplifying  the  genome  editing  protocol  and  to 






In particular,  they may be convenient  to create hypomorphic expression  levels of essential genes  in 
order to make them amenable for synthetic genetic screens. So, the SD cell lines are a powerful tool 
for  genomic  loss‐of‐function  studies when RNAi  cannot  be used,  e.g.  to  avoid  circular  arguments 
when  knocking  down  factors  of  the  RNAi  pathway  or  to  avoid  altering  the  endogenous  siRNA 
composition of the cells. 
The  genomic  tagging  system  now  offers  significantly  increased  functionality,  including  the 










manner  analogous  to  the  experiments  described  in  our  publications  (Böttcher  et  al.,  2014; 
Kunzelmann et al., 2016). The tagging success rates clearly depend on optimal sgRNA length and the 
extent of homology arms  in  the HR donor PCR product as published  for  the blasticidin constructs; 
since  these  elements  are  independent  of  the  chosen marker, we  do  not  expect major  quantitative 
differences between puromycin and blasticidin based selections.  
In principle, the two constructs could also be integrated in parallel rather than sequentially. If one 
begins with  an  inducible blasticidin  resistance  construct  for  an N‐terminal  tag  and  then  continues 




GFP  could  be  used  as  a  second  marker  beside  the  resistance  gene.  Blasticidin  and  puromycin 
resistance can be concomitantly used to increase the number of targeted alleles. All in all, this shows 
that  our  PCR‐based  tagging  approach  is  highly  versatile  and  can  be  expanded  on  for  further 
applications. 
We  estimate  that  it  should  be  straightforward  to  extend  our  strategy  to  other Drosophila  cell 
culture  systems,  potentially  even  to  cultured  cells  from  other  insect  species.  Related  PCR‐based 
approaches have been described for use in cultured vertebrate cells (Li et al., 2014; Stewart‐Ornstein 
and Lahav, 2016). We expect that our vector templates can be modified for use beyond insect cells by 










Kunzelmann  and  Förstemann  “Reversible  perturbations  of  gene  regulation  after  genome 
editing in Drosophila cells” PLOS One (2017), in press 
4.1 Introduction 
As already mentioned,  the CRISPR/cas‐system has become an  indispensable method  to manipulate 
genomes with  little effort and  few side effects.  It allows  for  the generation of mutant chromosomal 
loci as well as epitope tag knock‐ins. Concerns were raised about possible off‐target effects and their 
consequences on experimental results (Lin and Potter, 2016; Zhang et al., 2015). In contrast, we know 
little  about  how  organisms  deal with  the  on‐target manipulation  once  it  is  in  place. Do  the  cells 
“recognize” inserted sequences and respond to these foreign elements? 
The  artificial  manipulations  bear  similarities  with  transposable  elements  (TEs),  which  are 
naturally  occurring  insertion  events  that  threaten  genomic  stability.  TEs  code  for  enzymes  that 
mobilize  and  re‐insert  them  in  new  genomic  locations.  Cells  have  developed  several  defense 
strategies to suppress transposition (Levin and Moran, 2011). As detailed in the general introduction, 
















locus with GFP.  Similar  to  (A),  the  act5C  locus  can  be  tagged without  an  selection marker.  Single  cell  cloning  resulted  in 
homogeneous  cell  lines  [4].  (C) GFP‐based  reporter  assay detecting  the presence  of  functional  siRNAs  in  several  cell  lines. 









The  previously  developed  CRISPR/Cas9‐mediated  genome  editing  workflow  for  Drosophila  cell 
culture that allows the introduction of epitope tags adjacent to the coding sequences of genes at their 
chromosomal loci is depicted in Figure 4—1A and B. After enrichment of positive cells by antibiotic 
selection,  the  resistance marker  can  be  removed  via  Flp/FRT.  In  order  to  study  the  potential  of 
modified loci to trigger siRNA generation, we introduced a C‐terminal GFP‐tag at the act5C and rtf1 
loci  in  S2  cells.  If  these  foreign  sequences  are  targeted  by  siRNAs,  then  the GFP‐fusion  proteins 
should be de‐repressed upon  inactivation of  the RNAi pathway.  I  thus monitored GFP  expression 
with  flow  cytometry.  Knockdown  of  the  siRNA  biogenesis  enzyme Dcr‐2  as well  as  the  effector 
protein Ago2 resulted in derepression of the Act5C‐GFP and Rtf1‐GFP fusion proteins. This effect was 
less  than  two‐fold,  already visible  in  the  cell population  after one  split  into  selective medium  and 
remained after clonal selection. Even after prolonged cultivation of these cell lines (approximately 12 
weeks) without  selection  pressure,  the  effect  did  not  vanish  (Figure  4—1C,  stages  1  and  2).  This 
argues  for  a  stable  situation  that  is  not  transiently  triggered  by  the  induced DNA  double‐strand 
break. 
I  sequenced  the  small RNA profile of  the genome‐engineered  cell  lines  and mapped  the  reads 
back to the modified loci. This provided direct evidence for the presence of small RNAs in sense and 
antisense  orientation  targeting  the  act5C  locus  (Figure  4—2)  or  the  rtf1  locus  in  cells  of  the drug‐
selected population as well as single cell clones. I first examined the size distribution of the reads that 








junction between  the HR  integrate and  the act5C host gene  (Figure 4—2D). This suggested  that  the 
dsRNA  precursor  of  the  siRNAs  extends  beyond  the  inserted  sequence  and  excludes  off‐target 
integration  events  being  the  sole  source  of  those  siRNAs.  The  strength  of  the  siRNA  response 
decreased  after  clonal  selection  compared with  the  initial  drug‐selected  population  after  genome 
editing. Nevertheless,  the measurement  of GFP  fusion  protein  levels  proved  the  potential  of  the 
remaining siRNAs to act as repressors (Figure 4—1C). It depends on the particular situation if these 









Figure  4—2:  Profiling  of  siRNAs  after  genome  editing  by  deep  sequencing  at  the  act5C  locus.  































I  then  tested whether  specific parts of  the  introduced  sequence were  responsible  for  triggering  the 
siRNA generation. To this end, I used Flp recombinase to remove the FRT‐flanked selection cassette, 
which consists of  the copia promoter and  the blasticidin resistance gene  (see Figure 4—1A, stage 3). 
The “Flp‐out” of  the selection cassette resulted  in  loss of small RNAs repressing  the  fusion protein, 
observed both in the GFP‐based expression assay and by small RNA sequencing (Figure 4—1C,Figure 
4—4).  The  remaining  small  RNAs  were  predominantly  sense  oriented  and  did  not  show  an 





sequence and  the homology arms. After  transfecting our Cas9‐expressing cell  line with  the sgRNA 
expression  construct  and  the HR  donor,  I  established Act5C‐GFP  positive  cell  lines  by  single  cell 
cloning and brute‐force screening. From the initial 93 hand‐picked clones, two lines had the desired 




drives  expression  of  the  Blasticidin  resistance  in  our  cassette,  has  sequence  identity  with  an 
endogenous transposable element that is constitutively targeted by siRNAs (note that I excluded this 
region  in  the  siRNA  sequencing  analysis).  It  is  conceivable  that  these  siRNAs  serve  to  nucleate  a 
response  that  then  spreads  into  the  surrounding  sequence  analogous  to  siRNA‐directed 
heterochromatin formation in fission yeast (Halic and Moazed, 2010; Verdel and Moazed, 2005).  
However,  since  the  cassette  excision  completely  reverts  the  siRNA  generation,  we  favor  the 
hypothesis that a low‐level of antisense transcription activity of the copia promoter causes convergent 
transcription with  the host gene and  thus  the generation of dsRNA at  the site of  integration  in  this 
case. Whatever the precise molecular mechanism may be, we recommend implementing strategies for 
removal of selection cassettes where possible. 
4.2.3 Integration  of  the HR donor  is  a prerequisite  for  the  generation  of 
siRNAs 
In higher eukaryotes, defense mechanisms target  linear dsDNA in a context of DNA virus infection 
(Barber,  2011; Rathinam  and  Fitzgerald,  2011)  and RNA  polymerase  III  can  serve  as  a  sensor  for 
cytoplasmic DNA (Chiu et al., 2009). I thus tested if the introduction of a linear PCR product, the HR 
donor used  for GFP‐tagging at  the  act5C  locus, without  a  corresponding Cas9‐mediated  cut  in  the 
DNA is sufficient to trigger the generation of siRNAs. Small RNAs were sequenced two and six days 
after transfection and the sense and antisense reads mapping to the PCR product were quantified. In 















As described  above,  I was  able  to generate  a  conditional  shutdown  cell  line  for  the  blanks  locus.  I 
again  performed  small RNA‐seq  of  cells  that  have  no, medium  or  high  expression  of  the  tagged 
protein  and measured  the  amount  of  siRNAs  targeting  the  locus. Here,  I  observed  a  correlation 
between  transcription  levels  and  strength  of  the  siRNA  response.  The  higher  the  transcription 
activity, the more siRNAs are generated (Figure 4—6). Moreover, I validated the presence of siRNA 
reads  that  span  the  endogenous  sequence  and  the  integrated  template  to  exclude  that  off‐target 
integration of  the HR  template  in  antisense orientation within  a  transcribed  locus  is  the  source of 
siRNAs (see Figure 4—6D). 
Consistent with  our  explanation  for  the  origin  of  the  siRNA  at  the C‐terminally  tagged  loci  ‐ 
where the copia promoter generates some antisense  transcripts  ‐transcripts  that were  initiated at  the 
endogenous promoter  and  antisense  transcripts  from  the mtnDE promoter  are  the  likely  source of 
dsRNA and siRNAs respectively. However, many siRNAs can be detected downstream of the mtnDE 
promoter, where no obvious antisense  transcription occurs.  In  this  context,  the generation of  these 
siRNAs  seems  to  be  due  to  the  modification  of  the  locus  and  shows  clear  transcription  level 
dependence. This  transcription dependent phenomenon might argue  for  the presence of epigenetic 
marks at the modified locus. The marks may interact with RNA polymerases or other factors in order 



















Above,  I described  the  induction of an siRNA response after genome editing  in cultured Drosophila 
cells. This response is elicited by the presence of a selection cassette, which serves to enrich for cells 
with  the  desired  modification.  Fortunately,  removal  of  the  FRT‐flanked  cassette  with  FLP 
recombinase  abolishes  this  response.  The  same  result  was  obtained  when  genome  editing  was 
performed without selectable markers. Our measurements of GFP‐fusion protein levels show that the 
quantitative  extent  of  siRNA‐mediated  repression  is  less  than  two‐fold. This  is  comparable  to  the 
effect of a heterozygous, recessive loss‐of‐function mutation. There are several reasons why removal 
of the selection cassette is recommended if the least invasive genome modification is to be achieved. 






in  general:  First,  the  introduction  of  epitope  tags  at  proteins may  hinder  their  function,  e.g.  by 
interfering with binding partners or localization mechanisms. Second, by integrating the epitope tag 
at the C‐terminus of the protein, the endogenous 3’ UTR of the mRNA is disrupted and replaced by a 
short  artificial  sequence.  Since  the  3’  UTR  is  an  important  platform  for  posttranscriptional  gene 
regulation such as miRNA binding or mRNA localization processes, the physiological function of the 
gene  may  be  impaired.  Third,  off‐target  editing  events  are  to  be  expected  when  the  HR  donor 
integrates  elsewhere  in  the  genome.  Finally,  epigenetic  changes  and  influences  on  transcription 
regulation of the modified loci take place upon genome engineering.  
The CRISPR/cas system provides a method for generating cell lines that express e.g. proteins with 
epitope  tags  at  their  endogenous  levels.  In  general,  this  would  offer  a  possibility  to  conduct 
experiments  that resemble native conditions. For example, pull downs could be performed without 
overexpression of  the bait protein. Considering  the described  results, one has  to be aware  that  the 
expression levels of the fusion protein may be different than expected and the chromatin state of the 
locus might  be  altered  compared  to  unmodified  alleles, which  has  to  be  investigated  in  further 
studies. Nevertheless, the addition of a protein tag (e.g. GFP) might have a higher stabilizing effect on 
the  fusion protein  than  the  silencing  effect by  the  siRNAs  that  are generated against  the modified 
locus.  
Since  the strength of  the RNAi response varies between clones of  the same modified  locus, one 
could  suggest  two different  chromatin  states. The  cells  could  either  adapt  to  the modification  and 
restore  the epigenetic environment  to  the native state or keep on struggling with  the manipulation 
and generate siRNAs. This process would show parallels  to  the evolutionary contribution of TEs  to 
gene expression regulation, which can become incorporated into the genomic context and evolve into 
regulatory elements (Sundaram et al., 2014).  
All experiments shown were performed  in D. melanogaster cells. It  is  therefore an open question 
whether  mammalian  genetic  engineering  systems  show  similar  side  effects.  Though  mammals 
generate no or very low levels of siRNAs to silence TEs post‐transcriptionally; rather, they methylate 





study  addressing  the  question  if CpG methylation  occurs  at  genome‐modified  loci  in mammalian 
systems would be beneficial  for  further  research. Therefore,  I  recommend  to evaluate each genome 
editing protocols and check  for  those phenomena prior  to assuming a native chromatin state at  the 
modified regions and endogenous protein levels. 















5.1.1 Transposable  elements  and  their  corresponding  silencing 
mechanisms to ensure genome integrity 




site  in  the genome. Retrotransposons, however,  transpose via an RNA  intermediate  that  is  reverse 
transcribed and inserted at the target site by an integrase. Retrotransposons can either be flanked by 
long terminal repeats (LTR) or lack these LTRs (Levin and Moran, 2011).  
During  evolution,  TEs  contributed  to  the  development  of  genomes  and  regulatory  networks 





Therefore, TEs represent a serious  threat  to  the  integrity of a cells’ genome. Especially germline 
cells  need  reliable mechanisms  to  inhibit  transposition.  In  Drosophila  and mice,  a  class  of  small 
Argonaute  protein  associated  RNAs,  the  piRNAs,  play  a  leading  role  in  repressing  TE  activity. 
Further  silencing mechanisms  exist  in  somatic  cells:  In  vertebrates,  cytosines  are methylated  –  a 
feature that represses TEs on a transcriptional level (Ooi et al., 2009). Drosophila, however, exploits the 
RNAi pathway  and  endo‐siRNAs  for  transposon  silencing  (Levin  and Moran,  2011). There  are no 
universal  transposon  features that could be exploited  for recognition by the cell. dsRNA precursors 
are  –  according  to  current knowledge  –  crucial  for  the  initiation  of  the  siRNA  biogenesis,  as only 









a  functional RdRP and must  thus  rely on other mechanisms  for dsRNA  formation  (Ahlquist, 2002; 





sequences  for  RNApol  II  (Finocchiaro  et  al.,  2007).  Moreover,  in  S.  cerevisiae  global  antisense 
transcription occurs at  the promoters of  almost all genes  (Schulz et al., 2013). Additionally,  stalled 
spliceosomes are known  to be  the  trigger  for  siRNA production  in  fungi and plants  (Dumesic and 
Madhani, 2013; Dumesic et al., 2013).  In Neurospora crassa,  repetitive DNA sequences  together with 
DNA double stand breaks are sufficient for triggering a RNAi response (Yang et al., 2015b).  
A  recent publication  claims  that most TE  families  in Drosophila  cells  are  characterized by both 
sense and antisense transcription due to the existence of internal antisense transcription starting sites. 
These  sites  resemble  canonical  RNA  Pol  II  promoters.  This  could mean  that  the  trigger  for  the 
antisense transcription seems to come from the TE itself. Moreover,  it was shown that the antisense 
transcripts are retained in the nucleus as they are less efficiently polyadenylated in comparison to the 





2, Loqs‐PD or Ago2.This knowledge was used  to generate a reporter system  to  investigate proteins 
which are  involved  in  the generation and effector  function of small RNAs  (Forstemann et al., 2007; 
Hartig et al., 2009). 
Katharina Elmer,  a  former member of  the Förstemann  lab, discovered  that  low  level  antisense 
transcription of  the  reporter gene  is  the  trigger  for dsRNA generation  (Elmer, 2013). Moreover,  the 
level of  siRNA generation  seems  to  correlate with  the  copy number of  the  reporter  (Figure  5—1A  
and B). 
Consequently,  it was reasoned that the copy number stimulates the  level of response. However, 
histone genes  that are encoded  in high copies  (comparable  to TEs) and do not have  introns do not 
give rise to endo‐siRNAs. The question is if the histone stem loop termination signal that is unique for 
histone genes protects them from generation of dsRNA precursors. Reporter cell lines were generated 
that contain  this non‐canonical  termination signal and  investigated  the effect on siRNA generation. 
Strikingly,  siRNAs  in  high  abundance  and  in  a  reproducible manner  accumulated  at  the  intronic 
region  of  the  ubi  promoter  (Figure  5—1C).  Thus,  a  reasonable  hypothesis was  that  the  artificial 






So, we  hypothesized  that  artificial,  non‐physiological  structures when  combined  in  cis might 




Figure  5—1:  Cis‐structure  of  the  reporter  gene  has  an  influence  on  the  quality  and  quantity  of  the  corresponding  RNAi 
response.  (A) Schematic  representation of  the polyA  (PAS) and histone  stem  loop  (HSL)  reporter  cassette. The GFP  coding 
sequence is flanked by the intron‐containing ubi‐p63Epromoter and either the SV40 polyadenylation or histone stem loop in the 
3’UTR. (B) Small RNAs of selected PAS (solid circle) and HSL (open circle) reporter cell  lines were  isolated and analyzed by 
deep  sequencing. 21 nt  long  reads were mapped  to  the  reporter  sequence, quantified and normalized  to genome matching 
reads. Copy number was determined by qPCR, error bars  represent  standard deviation.  (C) Sequencing  traces  showing  the 
siRNAs mapping  to  the  reporter  sequence. The  schematic on  the  top  shows  the  cis‐structure of  the gene. Deep  sequencing 
reads were normalized to genome matching reads. All data of this figure was generated by Katharina Elmer. 
5.2 Results and discussion 
5.2.1 The  cis‐structure  of  a  gene  cannot  overcome  the  copy  number 
dependence for stimulating the siRNA generation 
The  reporter cell  lines  that were used by Katharina Elmer consist of  the  intron‐containing ubi‐p63E 
promoter, the GFP coding sequence and either the SV40 polyA or histone stemloop (HSL) termination 
signal. To further analyze the effect of cis‐elements on the recognition as RNAi targets, I modified the 
GFP  reporter  and  generated  several  reporter plasmids. The GFP  coding  sequence was  flanked  by 
varying functional genetic elements: intron‐less (sucb, H2A) or intron‐containing (ubi) promoters and 
a polyA signal or HSL termination signal (Figure 5—2A). Cell lines which stably express the different 
reporter  constructs were  established using  the  ΦC31  integrase  system. The  ΦC31  integrase  can  be 
used to mediate site‐specific recombination in a unidirectional manner. attP recognition sites, which 
were  integrated  into  the  genome  of  S2  cells  before,  and  attB  sites  on  the  plasmid  containing  the 
reporter cassette and a resistance gene are recognized by the recombinase. In this configuration, only 






expressed,  the  integration  of  the  plasmid  is  highly  site‐specific  (Figure  5—2B).  Since  the  parental 
acceptor cell  line contains several attP  landing sites, the plasmid can  integrate multiple  times  in  the 
genome. However, experimental data shows that not all sites are occupied in each cell and therefore 
the  resulting  population  is  heterogeneous. Nevertheless,  the  distribution  of  different  cells,  having 
integrated the plasmid at varying numbers of attP sites, seems to be equal. All biological replicates are 







revealed a potential  involvement of endo‐siRNAs  in  silencing  the GFP expression  for all  cell  lines. 
The  Dcr‐2  knockdown  resulted  in  derepression  of  the  GFP  signal  as  depicted  in  Figure  5—2D. 
However, no differences among the various reporter constructs could be observed. 
In order  to  investigate  the siRNA  response generated against  the  reporter  region  further,  small 
RNAs were isolated and sequenced (Figure 5—3B). In contrast to the high copy situation as described 
by Katharina Elmer  (see  Figure  5—1C),  only  a  small  fraction  of  siRNAs maps  to  the  constructs  – 
independent of the genetic structure. For the reporter genes that are expressed via the ubi promoter 
(pRB10, pSK13) more sense than antisense siRNAs could be detected. This might be due to the high 
expression  strength  of  the  promoter  and  an  excess  of  degradation  products  of  the  mRNA.  The 
expression of the GFP via the sucb (pSK5, pSK7) or H2A (pSK7, pSK11) promoter was much weaker. 
Moreover, siRNAs did not accumulate within the intronic region of the reporter cell line with the ubi 
promoter and  the HSL  termination signal  (pSK13);  this should  resemble  the construct described by 
Katharina Elmer.  
Apparently, a  licensing mechanism  that “measures”  the copy number prior  to  the biogenesis of 
















ubi  promoter;  transcription was  terminated  by  the  SV40  polyA  or  the  histone  stem  loop.  (B)  The  ΦC31  integrase  system 
provides  a method, which  allows  generation  of  highly  reproducible  stable  cell  lines with  identical  genetical  background. 
Shown  are  flow  cytometry  histogram  plots.  The  frequency  of  cells with  distinct  fluorescence  intensity  (Fl1‐H  channel)  is 
depicted for each of the two independent biological replicates. The panel at the bottom represents the overlay histogram. The 
left column shows the classical approach without targeted integration of the plasmid – the replicates are distinct. Whereas the 
right  column  shows  two  replicates  of  cell  lines  generated with  targeted  integration.  (C)  qPCR  on  genomic DNA  of  stable 
reporter cell lines for quantification of integrated GFP reporters. Data was analyzed using the 2‐ΔΔct method with the rp49 gene 
as negative  control. Error bars  represent standard deviation, n=3.  (D) Dcr‐2 knockdown  in  stable  reporter  cell  lines  leads  to 
derepression of the GFP reporter as measured by flow cytometry. Depicted is the fold derepression (normalized to luciferase 
(Rluc) control knockdown) of GFP expression of different reporter cell lines. Error bars represent standard deviations, n=3. 
5.2.2 Transiently  transfected  reporter  plasmids  can  stimulate  the  RNAi 
response 
The next goal was  to  investigate whether  the  episomal presence,  i.e. not  stably  integrated  into  the 
chromosomes, of the reporter plasmids can trigger an siRNA response and if differences among the 
reporter constructs can be observed. To this end, I transiently transfected the reporter plasmids into 
Drosophila  S2  cells  and  isolated  the  small  RNAs.  Deep  sequencing  libraries  were  generated  and 
analyzed. Strikingly, a strong RNAi response against the whole reporter plasmid could be detected. 
Episomal DNA, which presumably has not assembled proper chromatin architecture, seems to trigger 
an RNAi  response. The strength  is comparable  to  reporter genes  that were  integrated at high copy 
number into the genome (Figure 5—3C). Moreover, the strength of the response seems to depend on 
the promoter of  the  reporter gene, whereas  the  termination signal has no  influence.  In contrast, no 










by  the polyA or  the histone stem  loop.  (B) Stable cell  lines were generated using  the ΦC31 recombinase system  to  insert  the 
reporter plasmids targeted at specific positions in the genome. Approximately 2‐4 copies of the reporter genes were introduced. 
Small RNAs were isolated and analyzed by deep sequencing. Shown are 19‐25 nt long siRNAs mapping to the reporter genes 
(normalized  to  transposon  and miRNA matching  reads)  in  sense  (black)  and  antisense  (red)  orientation.  (C)  19‐25  nt  long 
siRNAs mapping to the reporter genes (normalized to transposon and miRNA matching reads) in sense (black) and antisense 
(red) orientation after transient transfection of S2 cells with the reporter plasmids. 






RdRP  enzyme  and  the  described mechanism  can  thus  not  be  completely  conserved,  the  general 
principle of TE recognition might be shared among  the species. Can  imperfect or  impaired splicing 
enhance the siRNA generation? 
In order  to  investigate  this,  I designed GFP based  reporter constructs  that contain  introns with 
different mutations. Strong and constitutive expression of GFP was driven by the short and intronless 
tctp promoter. The mini‐white  intron was  then  inserted between  the promoter  and  the GFP  coding 
sequence. The intronic sequence was flanked by either perfect splice signals (‐AGgt … agGT‐pSK20), 






The  plasmids  were  transiently  transfected  into  Drosophila  S2  cells  and  GFP  expression  was 
observed  for all  reporters by  flow  cytometry  (Figure  5—4C). The plasmids pSK21, pSL3  and pSL4 
showed lower levels of GFP signal. Since mRNAs derived from these plasmids are either imperfectly 
spliced or have  extended  5’UTRs,  they  are  likely  substrates  for maintenance processes  in  the  cells 
such  as  the  non‐sense  mediated  decay  (NMD)  pathway.  Factors  of  the  NMD  pathway  degrade 
unproductive mRNAs and are hypothesized to be also involved in the degradation of transcripts with 
extended UTRs. RT‐PCR proved that the majority of pSK20‐derived transcripts are spliced, whereas 
pSK21  with  the  blocked  3’  intronic  splice  signal  as  well  as  pSL3  and  pSL4  lacking  the  exonic 




plasmids containing a selection marker and  the attB site. Subsequently,  I generated stable cell  lines 














In  summary,  it  seems  that  the  inefficient  splicing  process  by  itself  cannot  trigger  an  siRNA 
response  in the  low copy situation. As mentioned before, the copy number might be the (or at least 









the  tctp promoter. The mini‐white  intron was  integrated  between  the promoter  and  the GFP  coding  sequence  and  contains 
perfect  or mutated  exonic  and/or  intronic  splice  sites.  (B)  RT‐PCR  spanning  the  region  of  the  intron  to  assess  the  splice 
efficiency of the different reporter constructs. The products are annotated. pRB2 codes for the Renilla luciferase and served as a 
negative control. (C) Flow cytometric analysis of the GFP levels that are generated from the different reporter plasmids. Equal 



























such  as  reporter  genes  or TEs. With  the help  of GFP  based  reporter  constructs  I  could  show  that 
siRNAs are essentially not produced when the copy number of the reporter gene is below a threshold 
of approximately 10 copies per cell –  independent of  the  functional elements assembled  in cis. This 
phenomenon might serve as a licensing step for the cell to ensure efficient focusing of the resources 
on harmful processes. This way, no energy  is wasted on  the silencing of elements  that are  inactive. 
When  the  copy number of  these elements, however, passes  the  threshold due  to  transposition and 
multiplication, the RNAi response is triggered. 
Interestingly,  the  episomal  existence of DNA – here  shown by  the  transient  transfection of  the 
reporter plasmids – seems to be sufficient to trigger a relatively strong RNAi response. This situation 
mimics  the  infection of  cells by viral dsDNA  that  is  targeted by RNAi as well. For many  reporter 




the siRNA generation  in Drosophila, because  the described experiments were only conducted  in  the 
low copy situation. If the licensing processes acts indeed upstream, the influence of the cis‐structure 
cannot be studied  in  the  low copy context. Thus,  it would be necessary  to generate stable cell  lines 






these  cell  lines  could be performed  in order  to discover  factors  that  are  involved  in  triggering  the 
silencing process. This can reveal mechanistic details of the copy‐number sensing system. 
Finally, it remains elusive whether the stably integrated reporter genes are an appropriate mimic 
of  the TE silencing phenomenon. To bring  this analysis  forward, an  investigation of histone marks 












macromolecules  ensure  cellular  functionality  and mediate  the  appropriate  responsiveness  that  is 
crucial for cellular integrity. Beside nucleic acids, proteins are highly abundant and involved in most 
cellular  processes.  By  interacting  with  other  proteins  or  nucleic  acids  they  engage  in  context‐








Detergents  interfere  with  lipid‐lipid  interactions  and  solubilize  proteins.  Additives  like  urea 
denature  proteins,  nucleic  acids  and  cellular  structures. High  or  low  salt  concentrations  generate 
osmotic  pressure  on  organelles  and membranes  and  therefore  facilitate  the  lysis  (Lottspeich  and 
Engels, 2006). 
In addition or as alternatives  to  those approaches, physical disruption methods  can be used  to 
lyse  the cells: By using a coffee mill with dry  ice or a blender with  rotating blades  the cells can be 
mechanically  disturbed.  Similarly,  sonication  of  the  sample  results  in  shearing  of  membranes, 
organelles  and  nucleic  acids  to  facilitate  the  extraction  of  proteins.  Moreover,  using  a  Dounce 
homogenizer  can  give  comparable  results:  The  cell  suspension  is  pushed  through  a  narrow  gap, 
which  shears  the membranes.  Finally, multiple  freeze‐and‐thaw  cycles  using  liquid  nitrogen  can 






However,  the appropriate  lysis method depends on  the  cell  type and also on  the physical and 
chemical properties of  the protein of  interest. Therefore,  the protocol has  to be optimized  for  each 
specific application. 





fast  and  inexpensive  readout.  If,  however,  unknown  interactors  have  to  be  identified,  mass 
spectrometry is the method of choice to determine the associated proteins in an explorative fashion.  
Similar  to  the  lysis  protocol,  many  relevant  parameters  such  as  incubation  time,  buffer 
composition  or washing  stringency  influence  the  efficiency  of  the pull down  and  the  background 
binding of proteins.  
Weak or transient interactions can be stabilized prior to immunoprecipitation by the addition of 






same  or  a  different  protein,  and  thereby  establish  a  covalent  crosslink.  Remaining  unreacted 
formaldehyde can be quenched by adding the amino acid glycine to the reaction. The concentration of 
formaldehyde used roughly correlates with the number of introduced cross‐links. Finally, the cross‐
links  can be  reverted by  incubation at high  temperature  (70°C)  in  the presence of  reducing agents 
(Sutherland et al., 2008; Vasilescu et al., 2004).  
The  aim  of  this  project  was  to  establish  an  optimized  and  robust  lysis  and  IP  protocol  for 































“douncing”, multiple  freeze‐and‐thaw cycles, sonication and coffee milling –were  tested. SpnA,  the 
Drosophila Rad51 homolog, was used as a model protein because of  its known nuclear  localization. 





insoluble debris and chromatin  fraction  from  the soluble protein extract, a sample  for analysis was 
taken  (crude extract, CE). The  supernatant  (SN)  that  remains after  centrifugation  contains only  the 
proteins which were successfully extracted  from  the cell using  the corresponding method, whereas 
the CE  also  contains  the  fraction  of  proteins  that were  not  extractable with  the  applied  protocol. 
However,  these  proteins  are detectable  on  a western  blot  by  boiling  the  sample  in  SDS  and DTT 
containing  loading  buffer  prior  to  the  SDS‐polyacrylamide  gel  electrophoresis  (SDS‐PAGE). 
Comparing  the  intensity of  the SpnA‐FLAG signal for CE and SN gives  information about  the  lysis 
and extraction efficiency of the corresponding method. 
Figure  6—1shows  the  results  for  the  different  mechanical  and  non‐mechanical  extraction 





In  the  following experiments, cells were  lysed by using sonication as  the mechanical disruption 













The  immunoprecipitation  protocol  contains  many  parameters  that  can  influence  the  efficiency, 
recovery  and  purity  of  the  immunoprecipitated  bait  protein  and  its  interactors.  The  amount  of 
antibody and beads as well as the incubation time and the order in which the bead‐antibody‐protein 
complex is assembled have to be considered. 





sample.  The  predominantly  used  antibody  for  the  optimization process was  the monoclonal  anti‐
FLAG M2 antibody (Sigma) that has a concentration of 1 mg/ml. I used 2 μL= 2 μg of antibody per 







with  the  bi‐functional  cross‐linker DMP. The  antibody  is  then  covalently  bound  to  the  beads  and 
cannot be eluted. For IP, the protein extract is then added to beads prepared in this way. 
Two other possibilities are: 
(a) the  pre‐incubation  of  the  beads  with  the  antibody  and  subsequent  addition  
of the lysate or 









of  the anti‐FLAG antibody  is much higher  than efficiency of  the anti‐V5 antibody. Second,  the pre‐
incubation of  the beads with  the  antibody  results  in  the highest  IP  efficiency. Cross‐linking of  the 
beads and  the antibody prior  to  the  IP  results  in  reduced pull down ability of  the beads.  It  is very 
likely that intramolecular cross‐links within the antigen binding region impair the antigen recognition 
and binding. Although the cross‐linking has its clear benefits by reducing the amount of antibody that 














were used.  (A) The order of  the addition of beads, antibody and protein  extract was  tested. “FLAG‐beads” are Dynabeads 
Protein  G  that were  pre‐incubated  with  anti‐FLAG  antibody  and  covalently  cross‐linked  with  DMP.  5%  input  (IN)  and 




6.2.2.2 Determining  the  optimal  formaldehyde  concentration  for  in  vivo 
cross‐linking to stabilize weak interactions 
As already mentioned, weak and transient interactions can be stabilized by in vivo cross‐linking of the 
protein  complexes.  In  this  study,  formaldehyde was used  as  the  reactive  substance due  to  its  cell 
permeability,  short  cross‐link distance and  simple handling. The  in  vivo  cross‐linking  is  conducted 
prior  to  cell  lysis  and  immunoprecipitation.  The  specificity  of  the  crosslink  and  thus  the  risk  of 




For  in  vivo  cross‐linking  in Drosophila  S2  cells,  the  cells were washed  twice with  1x  PBS  and 
resuspended  in an appropriate volume of 1x PBS  to  reach a concentration of ~107 cells per ml. An 
appropriate volume of formaldehyde stock solution (37 %) was added to the cell suspension in order 






cells were washed again with 1xPBS and  the standard  lysis and  immunoprecipitation protocol was 
applied.  
In order  to determine  the optimal  formaldehyde  concentration,  I used Hrb27C‐FLAG  cells and 
titrated  the  formaldehyde concentration  in different samples. Hrb27C  is a highly abundant protein, 
which allows  for  the detection of  small  changes  in  IP  efficiency.  In general,  two effects occur after 
cross‐linking:  First,  the  weak  and  transient  interactions  of  the  protein  of  interest  are  stabilized. 
Second, with  increasing  concentration of  formaldehyde unspecific  interactions are  captured, which 
make  both  (a)  the  cell  lysis more  complicated  due  to  the  establishment  of  large macromolecular 
networks and  (b)  the  interpretation of  the  results difficult. Consequently,  I  tried  to  find  the  lowest 
amount of  formaldehyde  that  is necessary  to obtain a stabilizing effect but still  tried  to prevent  the 
linkage of unspecific interactions with the bait protein.  
The  amount  of  protein  that  could  be  successfully  immunoprecipitated  decreased with  higher 
formaldehyde  concentrations  (Figure  6—3A).  In  contrast,  the  intensity  of  complexes  of  higher 
molarity  that  are  visible  on  the  Commassie  staining  of  the  membrane  increases,  starting  at  a 
concentration  of  0.25 %  formaldehyde.  In  general,  no  protein  complexes  should  be  visible  on  the 
western blot since the boiling of the sample in the SDS and DTT containing buffer reverts the cross‐








160 kDa. This band  is visible due  to  the  fact  that a secondary antibody  that detects  the murine IgG 
was used during western blotting. Since these IgG complexes remain stable in spite of the boiling, it is 
likely  that  also  additional  complexes  are  excessively  stabilized, which may  interfere with  further 
analysis.  





were only detectable  in one of  the  conditions,  abundance values were  imputed  from  the  standard 
distribution of  the corresponding sample values. Subsequently,  the  levels of each  identified protein 
can be depicted in a scatter plot comparing both conditions. While no changes in the abundance of the 
bait  protein  (Hrb27C,  red)  and  its  known  constitutive  interactors  (blue)  could  be  observed, many 
other proteins are more abundant in the cross‐linked sample. To discriminate which of these proteins 









Figure 6—3: Assays  to determine  the appropriate  formaldehyde concentration  for  in vivo cross‐linking  in Drosophila S2 cells. 
Hrb27C‐FLAG expressing  cell  lines were used  in  the experiments.  (A) Western blot  showing  the  IP  recovery and efficiency 
after cross‐linking with different amounts of formaldehyde. After lysis, the same amount of protein was added to the beads. 5 
%  input  (IN) was  loaded on  the SDS‐PAGE. The Commassie blue staining of  the membrane serves as a  loading control.  (B) 
Scatter plot of the protein levels of proteins that co‐purify with Hrb27C either with in vivo cross‐linking or without. Each data 









the anti‐FLAG M2  antibody and  the FLAG  epitope probably due  to  the protonation of  the  lysines 




Prescission  protease,  the  elution  can  be  performed  very mildly  by  incubating  the  beads with  the 



























V5  epitope  tag used  for  the  tagging of proteins  at  their  chromosomal  locus  is  separated  from  the 
protein  by  a  TEV  cleavage  site.  Moreover,  we  designed  an  FLAG  epitope  tag  that  contains  a 
Prescission cleavage site (pFLAG). For the experiments, either Act5C‐pFLAG or pAbp‐V5 expressing 
cell lines were used. 
First,  I evaluated  the optimal  time  for  the cleavage reaction using  the Prescission protease. Cell 
lysis  and  immunoprecipitation  was  performed  as  described  before.  The  washed  beads  were 




Act5C‐pFLAG becomes  fainter  in  the beads  fraction, suggesting  that prolonged elution  is beneficial 
for  the  reaction.  The  eluted  protein  is  not  visible  since  it  is mostly  concealed  by  the  band  that 
corresponds to the Prescission protease. 
Next,  I  tested which  incubation  temperature  yields  the  best  results.  I  incubated  the  cleavage 
mixture  over  night  at  either  4°C,  18°C,  room  temperature  or  37°C. Although  for  all  temperatures 








excessive  amounts  of  protease whose  peptides would  decrease  the  detection  sensitivity  for  other 
proteins due to their abundance. Therefore, I tried to deplete the protease after elution by utilizing the 
His6‐tag  that  is  fused  to both  the TEV and Prescission protease. To  this end,  I  incubated  the eluate 
with  magnetic  Ni‐NTA  beads  for  1h  at  4°C  and  saved  the  supernatant,  which  should  contain 
decreased levels of the protease. For both proteases, I was able to deplete most of the enzyme by the 
Ni‐NTA beads and only a small fraction remained in the supernatant (Figure 6—5C). 





Figure  6—5:  Elution  of  the  immunoprecipitated  proteins  using  Prescission  or  TEV  proteases.  (A)  Act5C‐pFLAG  was 
immunoprecipitated and  the bait protein was eluted  from  the beads by Prescission protease at 18°C  for various  incubation 







6.2.3 Comparing  the  parameters  of  sample  preparation  for  mass 
spectrometry‐based analysis of the IP sample 








(a) The  protein  sample  can  be  eluted  from  the  beads  and  the  eluate  is  used  for  the  tryptic 
digestion.  
(b) The tryptic digestion reaction can be used to “elute” the proteins from the beads. In this case, 
beads are  resuspended  in a  trypsin containing buffer and  incubated  for 30 min, so  that  the 
enzyme can cleave  the proteins  into shorter peptides, which remain  in  the supernatant. The 
supernatant can then be used for further sample preparation. 
Traditionally, the digested and peptide containing samples were further purified  in a reverse phase 
chromatography step and desalted using C18 stage  tips. The peptides bind  to  the matrix while salt 
and other residual contaminants can be washed away in order to gain an ultra‐pure peptide sample. 
For some mass spectrometers,  it  is not necessary  to perform  this step which has an  inherent risk  to 




(a) No  elution  of  the  protein  complexes  from  the  beads  but  rather  tryptic  digestion  of  the 
proteins on the beads or 
(b) Prescission  protease  mediated  elution  and  subsequent  tryptic  digestion  using  the  FASP 
protocol (Wisniewski et al., 2009). 
Moreover,  the peptides generated  as described  above were  either  further purified  and  the  sample 
desalted  or  this  step was  omitted.  Blanks‐pFLAG  expressing  cell  lines were  used  to  evaluate  the 
different methods. Therefore,  the  IP  sample was  split  into  two  equal  fractions,  one  of which was 
subjected  to  tryptic  digestion  on  the  beads  and  Prescission  protease  was  added  the  other.  The 





in  the  desalted  sample. Dramatically  fewer  proteins  (5  or  6) were  identified  after  the  elution  by 
Prescission protease. Additionally,  the bait protein Blanks  is not  the most abundant protein  in  the 
Prescission  eluted  fraction.  Inefficient  elution  can  explain  this  phenomenon  where  potential 
interactors or background binders are enriched. Since no negative control was prepared in parallel for 
this analysis, it is not possible to discriminate between those two possibilities.  
Moreover,  it  became  clear  that  during  the  desalting  process many  peptides were  lost, which 
results  in  fewer  identified  proteins  in  the  sample.  For  the  method  “digestion  on  the  beads”  30 
additional proteins were identified compared to the desalted fraction. 








according  to  their  abundance  in  the  sample.  The  bold  written  proteins  in  the  first  column  are  also  identified  in  the 
corresponding non‐desalted sample. 
digestion on beads  elution 
desalted  not desalted  desalted  not desalted 
blanks  blanks  eIF‐4B  eIF‐4B 
CG18501  CG18501  blanks  blanks 
Map205  Map205  Hsc70‐4  CG13090 
























































All  in  all,  I  was  able  to  establish  an  optimized  cell  lysis  and  immunoprecipitation  protocol  for 






can be performed with an antibody of  the  same  isotype but different  specificity. Both  controls  are 
useful  to  detect  proteins  that  bind  preferentially  to  the  bead  matrix  or  the  Protein  G‐antibody 
complex.  However,  immunoprecipitation  of  different  proteins  carrying  the  same  tag  such  as 
heterologously  expressed  luciferase  or  the  abundant  Act5C  can  serve  as  negative  controls.  Each 
method comes with  its own advantages and disadvantages; consequently  the best control has  to be 
chosen  for  each  experimental  setup.  During my  optimization  attempts,  I  found  that  there  is  no 
universally  applicable optimal  control.  I  therefore  recommend  including  several different negative 
controls in order to evaluate the data to its full potential. 
Moreover,  it might  be  beneficial  to  combine  the  analysis  of  in  vivo  cross‐linked  samples with 
native,  un‐cross‐linked  ones.  This  may  help  to  discriminate  between  real  interactors  and 
contaminants  but  also  can  give  insights  into  transient  and weak  binders.  Finally,  the  interactors 
resulting from the mass spectrometry should be validated by the traditional co‐immunoprecipitation 
approach  followed by western blotting. Due  to  the existence of  the CRISPR/Cas9‐mediated genome 
engineering protocol I described before, it is fast and convenient to generate a cell line that expresses 
an epitope tagged bait protein and the potential interactor with a different tag. 
Despite  the  aforementioned  pitfalls,  the  described  and  established  method  is  an  extremely 
powerful  tool  that  –  especially  in  combination with CRISPR/Cas9‐mediated  tagging  of proteins  at 










In  2008,  Zhou  and  colleagues  conducted  a  genome‐wide  screen  in Drosophila  cells  to  identify 
factors involved in the small RNA pathways and identified Blanks (CG10630) as a positive regulator 
of  siRNA  function  (Zhou  et  al.,  2008). Three  years  later,  in  2011,  two papers were published  that 
further  characterized Blanks  and proposed mechanistic details  on  its  function.  Sanders  and  Smith 
provided  evidence  that Blanks  (also  called  lump)  is  required  for male  fertility but not  for  efficient 
siRNA biogenesis and  function  (Sanders and Smith, 2011). Gerbasi et al., however, postulated  that 
Blanks interacts with Rm62, a RNA helicase, CG6133,  the predicted homolog of human Nsun2, and 
Xrn2,  a  5’‐3’  exonuclease. They  argued  that  this  complex  functions  as  a novel RISC  (Figure  7—1). 
Gerbasi  and  colleagues  already  described  the  highly  specific  expression  pattern  in  testes  and 
Drosophila Schneider  cells and  the predominantly nuclear  localization of Blanks. Their  findings  are 
consistent with  the  report of Sanders and Smith  that male  flies depleted of Blanks are  infertile and 






In  the  Förstemann  lab,  we  conducted  a  genome‐wide  screen  in  S2  cells  to  identify  proteins 
involved  in RNA  interference  triggered by a DNA double‐strand break. The  significant  candidates 
were  re‐screened  in  order  to  the  involvement  in  efficient  silencing  of  reporter  genes  that  are 









is amongst others necessary  for  the stable repression of TEs, and Blanks’  functional  involvement  in 
position  effect  variegation  of  a  reporter  gene.  Both  for  S2  and  Kc167  cells  a  co‐localization  to 











two  α‐helices  (αβββα).Three  regions  are  important  for  the  binding  of  the  protein  to  dsRNA  as 
annotated  in Figure 7—2B. Region 1  lies within  α1 and  consists of  the amino acids glutamine and 
glutamate which  interact with  the 2’OH of  the  ribose  ring via hydrogen bonds. Region 2  is  located 
between  β1 and  β2 and also  forms hydrogen bonds with  the 2’OH’s of  the  ribose via a  conserved 




ensures  the  substrate  specificity  of  the  dsRBDs. Consequently,  the  dsRBPs  do  not  recognize  their 
substrates in a sequence specific manner but rather recognize the shape of the A‐form dsRNA. 

















domains of other dsRBPs,  the phylogenic  analysis  revealed  that dsRBD1 of Blanks  is more  closely 
related to the protein interaction domains of Loqs, TRBP and PACT, whereas the dsRBD2 is related to 
the  classical  dsRBDs  that  are  able  to  bind  dsRNA  (Figure  7—2A).  However,  it  looks  as  if  the 
conservation  of  both dsRBDs  is  less pronounced  than  for R2D2  or Loqs, which  fits well with  the 










(HHpred),  the  two  dsRBDs  are  identified with  high  fidelity. Moreover,  a  region  upstream  of  the 
dsRBD1 bears homology to the murine NF90 protein. NF90, also known as nuclear factors associated 
with dsRNA (NFAR), belongs to the dsRBP family as well. There is experimental evidence that NF90 




Using  the  homology‐prediction  data  and  the  online‐tool  Modeller  9.14,  a  three‐dimensional 









with other known dsRBPs. dsRBD1 clusters with dsRBD3 of Loqs, TRBP and PACT and  is  therefore very  likely  involved  in 

















First,  it has  to be  checked whether Blanks  is able  to bind  to dsRNA and  interacts with Dcr‐2 – 
similar to Loquacious and R2D2. Next, it has to be examined if Blanks plays a role in the processing 
and  function  of  siRNAs derived  from  exogenous  or  endogenous dsRNA.  Exogenous  dsRNAs  are 
present upon viral infection of cells or after application of dsRNA to the cell culture medium in order 





If Blanks  is  involved  in  the  endo‐siRNA pathway  selectively,  it might mediate  the  shuttling of 
Dcr‐2 or the export of dsRNAs which are generated from endo‐siRNA loci such as TEs, cis‐NAT loci 





















titrated  (1‐2000 nM)  to  the  fluorescently  labeled  RNA  substrates  (10 nM).After  excitation  of  the 
fluorophore with  linearly polarized  light,  the  remaining polarization  of  the  emitted  light depends 
amongst  others  on  the proper motion  of  the molecule. Unbound RNA  rotates  rapidly  so  that  the 
emitted  light  is de‐polarized, whereas RNA bound  to  the protein  tumbles more  slowly and  thus a 
certain degree of polarization  remains  in  the emitted  light. Exploiting  this,  the binding of  the RNA 
substrates to Blanks can be quantified (Figure 7—5). 
Blanks shows a high binding affinity to siRNAs, miRNAs and the miRNA precursors (KD = 175 –






The Hill  coefficient  n  describes  the  cooperativity  of  the  binding  to  the  substrate.  If  n  >  1,  the 
substrate  binding  occurs  positively  cooperative.  For  the  double‐stranded  substrates  the  Hill 
coefficient is between 1.4 and 2.0 which suggests that the binding seems to happen in a cooperative 
manner. Based on the sequence homology search, however, Blanks likely contains only one functional 
dsRBD. Consequently,  the values  for  the Hill  coefficients  cannot be explained with  the model  that 
upon binding of  the  first  substrate  to one dsRBD  the binding of  the  second  substrate  to  the other 
dsRBD is facilitated. These effects were observed for the dsRBD1 and dsRBD2 in Loqs (Fesser, 2013). 
Yet,  the measurements were conducted using GST‐Blanks.  It  is well known  that GST dimerizes 
with KD(GST‐GST) values between << 1nM and 5.1 μM (reviewed in (Fabrini et al., 2009)). Despite the 
inconsistent experimental results, it is likely that Blanks is present at least in part as dimeric complex 




generated  cell  lines with  FLAG‐epitope  tags  introduced  at  the  genomic  loci  of  Blanks, R2D2  and 
Act5C and a Strep‐tag at  the Dcr‐2  locus via CRISPR/Cas9‐mediated genome  editing. After  in vivo 
cross‐linking  (0.1 %  formaldehyde)  to  stabilize  weak  interactions  and  whole  cell  lysis with mild 
conditions, immunoprecipitation with anti‐FLAG antibody was performed and subsequently checked 





expressed  GST‐Blanks  was  immobilized  on  glutathione  sepharose  and  incubated  with  highly 
concentrated (~ 10 mg/ml) cell extract of Drosophila S2 cells. The beads were washed twice and bound 
proteins were  analyzed  via western  blotting.  Empty  glutathione  sepharose  beads were  used  as  a 
negative control in order to detect background binding of proteins. Using an anti‐Dcr‐2 antibody, co‐



























Figure  7—5: Blanks  is  a dsRNA‐binding protein with high  affinity  to dsRNA.(A) Principle  of  anisotropy measurements  to 
determine  the KD values of Blanks with different RNA substrates. Recombinantly expressed GST‐Blanks was  incubated with 











Figure  7—6: Blanks does not  interact  in  vivo with Dcr‐2.  (A)  Immunoprecipitation  of R2D2‐FLAG, Blanks‐FLAG  or Act5C‐
FLAG expressing cell lines using anti‐FLAG antibody. Dcr‐2 as potential interactor was detected using either anti‐Dcr‐2 or anti‐
Strep  antibodies.  (B)  Schematic  of  GST‐pulldown  assay:  Recombinantly  expressed  GST‐Blanks  was  bound  to  glutathione 
sepharose and incubated with S2 cell extract. Proteins that bind to GST‐Blanks were analyzed by immunoblotting. (C) Results 
of  the  GST‐pulldown  assay:  Empty  beads  or  GST‐Blanks  beads  were  incubated  with  S2  cell  extracts  and  subsequently 





dsRNA  is derived  from  exogenous  sources. The  cells  take up  the dsRNA  and produce  functional 
siRNAs in a Dcr‐2‐ and R2D2‐dependent manner(Feinberg and Hunter, 2003; Zhou et al., 2014). 






This  result was validated by  another,  independent  read‐out  (Figure  7—7C).  In Blanks SD  cells 
(FLAG‐Blanks  A2) which  have  an  additional  V5‐tag  at  the  C‐terminus  of  the  protein  pAbp,  the 
expression  of  Blanks was  induced  by  the  application  of  copper  to  the medium  and  a  subsequent 
knockdown of pAbp by  soaking of dsRNA  targeting  this gene was  initiated. The protein  levels of 
pAbp  were  detected  by  western  blotting.  No  difference  in  the  knockdown  efficiencies  could  be 
noticed as a function of the expression of Blanks, which supports the finding of the first experiment. 







Figure 7—7: Blanks  is dispensable  for  the  exo‐siRNA pathway.  (A) Overview of  the  reporter assay  to  check  for  the  role of 
Blanks  in  the  exo‐siRNA pathway. Cells  are  treated with dsRNA  targeting GFP  (dsGFP) by  adding  the dsRNA  to  the  cell 
culture medium. After uptake of the dsRNA, it is processed into siRNAs in a Dcr‐2 dependent manner. Subsequent transfection 
of  a  plasmid  coding  for  GFP  results  in  the  expression  of  GFP  which  is,  however,  suppressed  by  functional  siRNAs. 
Consequently,  depletion  of  factors which  are  necessary  for  the  processing  of  dsRNA  into  functional  siRNAs  that  are  also 
loaded into Ago2 to fulfill their suppressive function results in a derepression of the GFP signal. (B) Flow cytometric analysis of 
the reporter assay from (A) in cells that are depleted for Dcr‐2 or Blanks. Dcr‐2 shutdown (SD) leads to a derepression of GFP, 
Blanks  protein  levels  have  no  influence  on  the GFP  suppression.  (C) Alternative  assay  to  demonstrate  that  Blanks  is  not 
necessary for proper exo‐siRNA function. Blanks expression in Blanks SD cells that constitutively express V5‐tagged pAbp was 
either  induced  or  not  and  dsRNA  targeting  pAbp was  applied  to  the  cell  culture medium.  The  dsRNA was  taken  up  by 
soaking. Western  blotting  shows  that  knockdown  of  pAbp works  independently  of  the  expression  of  Blanks.  pAbp was 
detected by anti‐V5; the membrane was stained with Commassie as a loading control. 
7.2.3 Endogenous  TEs  are  slightly  de‐repressed,  TE‐mapping  siRNAs 
biogenesis  is  slightly  impaired  and  the  loading  onto  Ago2  is 
unaffected upon Blanks depletion 
Since Blanks was identified as a positive regulator of RNAi using – amongst others – a reporter cell 
line  that  mimics  TEs,  I  checked  if  endogenous  TEs,  the  physiological  targets  of  RNAi,  are  de‐
repressed in a similar way as the reporter gene upon depletion of Blanks. 
After knockdown of either Blanks or Dcr‐2 as a positive control, total RNA was extracted from the 
cells and reverse transcribed  to cDNA using random hexamers for priming. The  transcript  levels of 
selected, representative endogenous TEs were measured by qPCR (Figure 7—8A).Roo, blood, mdg‐1 




is  less pronounced  than  for Dcr‐2 depletion. Moreover, no correlation between copy number of  the 





were  isolated,  sequenced  and  the  19‐25nt  long  reads were mapped  to  the  genome  (Figure  7—8B). 





independent manner.  The miRNA  levels  are  also  stable  independently  of  the  Blanks  expression, 
whereas a marginal increase in TE mapping reads can be detected when comparing the siRNA levels 
in Blanks  shutdown  cells with  cells  after  strong  induction  of  the Blanks  expression. This  induced 
situation  (200  μM  copper)  resembles  a  slight  overexpression  of  the  protein,  approximately  2‐fold. 
However,  this minor  effect  cannot  explain  the  detected  elevated  TE  transcript  levels  completely. 
Additional processes must be involved. 
Bona  fide  siRNAs  are  prominently  21nt  long.  The  accuracy  of  the  processing  of  siRNAs  from 
longer dsRNA by Dcr‐2 is guaranteed by Dcr‐2 itself (Kandasamy and Fukunaga, 2016). However, the 
substrate  specificity and processivity of  the dicing process  is modulated by  its  cofactors R2D2 and 
Loqs (Miyoshi et al., 2010a; Miyoshi et al., 2010b). Although no in vivo interaction of Dcr‐2 with Blanks 




depletion,  the  siRNAs  can only  function  in  silencing TEs  there are properly  loaded  into Ago2,  the 
effector protein that mediates the cleavage of the corresponding mRNA. 
Small RNAs can be either sorted into Ago1 or Ago2 (Czech and Hannon, 2011; Czech et al., 2009). 
In  Drosophila,  Ago2  is  the  catalytically  active  protein  that  is  loaded  with  siRNAs  and  cleaves 
endonucleolytically the target mRNA, which is then degraded(Okamura et al., 2004). Ago1 is loaded 




to  oxidation  with  periodate  (Ji  and  Chen,  2012).  Ago1  loaded  small  RNAs  do  not  have  this 
modification and react with  the reagent  (Figure 7—10A and B). The ribose ring  is opened,  the base 
removed and no ligation of the linker can occur during deep sequencing library generation. In these 
beta‐eliminated  libraries,  Ago1  loaded  small  RNAs  and  small  RNAs  that  are  not  loaded  in  any 
Argonaute protein are thus depleted. Only Ago2 sorted siRNAs are resistant. 
Figure  7—10C  shows  clearly  that  in  the  Blanks  SD  situation  the  Ago1  loaded  miRNAs  are 
decreased after beta‐elimination as expected. Also U6 snRNAs degradation products that are neither 
loaded  onto Ago1  nor  onto Ago2  are  depleted. However,  TE‐mapping  siRNAs  as well  as Dcr‐2 
dependent  hp‐RNAs  (CG4068,  probe  B)  are  still  abundant  in  the  beta‐eliminated  sample  and  the 
levels are unchanged compared  to  the untreated condition. This proves  that upon Blanks depletion 
siRNAs are efficiently loaded onto Ago2, arguing that Blanks is not involved in the sorting or loading 
of the small RNAs in their effector proteins. 
Altogether, Blanks  is not mainly  involved  in  the catalytic  step of processing of dsRNA coming 
from endogenous TEs  into siRNAs by Dcr‐2 or  in the  loading of them onto Ago2. This  is consistent 
with  the  observation  that Dcr‐2  and  Blanks  do  not  co‐immunoprecipitate. Moreover,  the  effect  of 
Blanks on the silencing of the reporter genes is much stronger than on natural, endogenous TEs, when 































Usually  siRNAs  are  loaded onto Ago2,  the  endonuclease which  cleaves  the  target mRNA  thereby 
leads to repression of the gene expression. As already introduced, miRNAs function differently. They 
are loaded onto Ago1 which together with GW proteins and factors mediates the repressive function 
on  the mRNA  by  destabilizing  the mRNA  or  interfere with  translation  initiation  (Carthew  et  al., 
2016). 
Since many ribosomal proteins co‐purified with Blanks in immunoprecipitation experiments (for 
details  see  Figure  7—16), we  reasoned  that  Blanks might  repress  the  translation  of  TE  proteins  – 
maybe in an Ago1 and GW protein comparable manner. Moreover, depletion of the ribosomal release 
factor Pelo results in derepression of mRNAs and proteins from selective TEs (Yang et al., 2015a). This 











al., 2009). Protein  levels were quantified using  the  label‐free‐quantification approach by MaxQuant 





increase,  suggesting  that Blanks has no  influence on  the  translational  regulation of TEs. Moreover, 
fewer proteins (90 proteins) differ in their expression levels after manipulating the Blanks expression 
compared  to  the Dcr‐2  setting, where approx. 186 proteins are upregulated upon Dcr‐2  shutdown. 






Figure  7—11:  Protein  abundance  changes  after  depletion  of  Blanks  and  Dcr‐2.  (A)  Overview  of  the  shotgun  proteomics 
approach  in  order  to  quantify  the  abundance  of  proteins  following  the  depletion  of  Blanks  and Dcr‐2  expression.  Sample 
preparation was performed  following  the FASP protocol  (Wisniewski et al., 2009), subsequently,  the peptides were desalted 
and analyzed by LC‐MS/MS. Label‐freely quantified and normalized protein  levels are plotted  in a scatterplot  (log‐scale)  in 



















































































































































































of 100nt’s,  I  isolated  those  loci  that have approximately comparable amounts of  reads  in sense and 
antisense  direction. An  excess  of  reads  in  one  direction means  that  these  small  RNAs  are  rather 
degradation  products  of  transcripts  than  siRNAs.  After  normalization  of  the  reads  to  genome 






























ap  2R:1614667‐1616606  2.21  1.22  ‐  g  multiple INE‐1 
Clc‐b  2R:8462726‐8463520  2.39  0.68  ov  ‐  ‐ 
Med15 cbt  2L:474996‐478346  3.85  0.79  ad  ‐  ‐ 
Mitf Dyrk3  4:1225213‐1231332  11.28  0.77  ad  g  multiple INE‐1 
ppk13  2L:21087843‐
21089267 
2.62  1.04  ‐  ‐  ‐ 
Psa / cue  3L:1502715‐1506033  7.15  1.10  ov  ‐  17.6 
ref(2)P  2L:19543467‐
19545881 
2.35  0.56  ad  ‐  ‐ 
RpS8  3R:25689274‐
25689685 
2.71  1.71  ov  ‐  ‐ 
Sam‐S  2L:108208‐114500  3.53  0.89  ‐  n  ‐ 
Snoo  2L:7969040‐7977349  1.27  0.93  ‐  ‐  297, pogo 


















Figure  7—12:  Blanks‐dependent  siRNA  loci  produce  bona  fide  siRNAs.  (A,B)  Sequencing  traces  of  19‐25nt  long  siRNAs 
mapping  to Blanks dependent  loci. Reads were normalized to genome matching reads. Length distributions of the reads per 















it  is very clear  that Blanks very specifically affects  the generation of siRNAs  that derive  from  these 
genomic regions. 





















While  the  Mitf/Dyrk3locus  that  is  characterized  by  both  features  (convergent  transcription, 





Moreover,  four  identified Blanks‐dependent RNA  loci are also gain‐of‐function  loci  (ap, snoo, ppk13, 
zfh1), see Figure 7—12D and Figure 7—13. Comparing the siRNA abundance at the characterized loci 













Blanks‐dependent  siRNA  loci  in Blanks  shutdown  cells with  and without  induction  of Blanks  expression. The  information 
content correlates with the conservation of the specific nucleotide at each position. 
Next, I wanted to check whether these Blanks‐dependent siRNA loci give rise to small RNAs that are 
loaded onto Ago2.  In DrosophilaS2 cells,  the  loading of siRNA  into Ago2 can be mediated either by 
Loqs or R2D2(Fesser, 2013). In contrast, in flies the RISC‐loading complex consists of Dcr‐2 and R2D2; 
Loqs cannot substitute R2D2 for this job (Liang et al., 2015; Mirkovic‐Hosle and Forstemann, 2014). 










target TEs with  respect  to  their  length distribution,  their Dcr‐2 dependency and  their  loading onto 
Ago2. 
Furthermore,  I  analyzed  the  sequence  of  the  small  RNAs  that  derive  from  Blanks‐dependent 









loci,  the  protein  somehow  has  to  recognize  its  target  dsRNA.  dsRNA‐binding  proteins  have  no 
sequence dependence  since  they  recognize  the  shape of A‐form dsRNA. Due  to  its  less  conserved 
sequence of the dsRBD2, Blanks may recognize specifically modified dsRNA. This dsRNA may have 
a  slightly different  structure  that allows Blanks  to distinguish between different  substrates. A very 
frequently occurring modification in the nucleus is the deamination of adenosine to inosine by ADAR 
(Nishikura, 2010). Frequent targets of ADAR are within UTRs. Thus, potential regions of convergent 
transcription,  which  is  a  characteristic  feature  of  Blanks‐dependent  loci,  are  hotspots  of  ADAR 





When deep sequencing  libraries of  the modified RNAs are generated,  the  inosine  templates  the 
incorporation  of  a C,  rather  than  a T during  reverse  transcription. Hence, A‐to‐G  conversions  are 
introduced, which can be detected when the reads are mapped back to the genome. If Blanks binds 
specifically to  inosine containing RNAs, the amount of mapping reads should  increase dramatically 
when  allowing mismatches  during  the mapping  step.  Indeed, more  reads mapped  to  the Blanks‐
dependent siRNA  loci. However,  the effect  is not more pronounced  than  for TE‐derived siRNAs or 














Depicted are  the  scatter plots  for Blanks  shutdown  cells and  the parental  cell  line  (5‐3). Reads were normalized  to genome 
matching reads. (B) Characterization of mismatches at different loci as fraction of all reads mapping to the locus. 
7.2.6 Blanks  interacts with  proteins  involved  nuclear  import  and  export 
and is a putative dsRNA‐export factor 
Since a functional role of Blanks in the generation of siRNAs was confirmed, we aimed at describing 









Many proteins co‐purified with Blanks, which can be already  seen on  the  silver  stain of  the  IP 
samples (Figure 7—16B and C). In order to identify the unknown interactors, the washed beads with 
the bound proteins were digested with  trypsin  into peptides, which were  analyzed by LC‐MS/MS 
(Thermo Scientific Orbitrap XL). For all  conditions, about 500 proteins were  identified.  In order  to 














heterochromatin.  The  physical  interaction  between  Blanks  and  HP1  was  already  published 
by(Swenson et al., 2016), where  they  looked  for binding partners of HP1 and described Blanks as a 
protein that is involved in heterochromatin function. Additionally, factors of the nuclear import and 
export were  identified  as  Blanks  binders  (Figure  7—16G).  Ran,  Bj1  (the  Drosophila  RanGEF)  and 
members  of  the  importin  family Kap‐α3  and Karyβ3  co‐purified with  Blanks,  as well  as Mtor,  a 
subunit of the nuclear basket of the nuclear pore complex. 
The identified interaction between components of the nuclear export and import machinery and 
Blanks hints  to a potential  involvement of Blanks  in  the export of dsRNA  from  the nucleus  to  the 
cytoplasm.  dsRNA  is  –  apart  from  viral  infections  –  exclusively  generated  in  the  nucleus where 
transcription takes place. However, the small RNAs are generated in the cytoplasm by Dcr‐2, which is 
predominantly  cytoplasmic.  In  the  case of miRNAs,  exportin‐5  exports  the miRNA precursor after 








signal can be detected  in  the cytoplasm  (statistically significant, see Figure 7—17C), while  the GFP 
signal is still exclusively nuclear in control cells treated with the solvent DMSO. For the constitutively 
nuclear protein H2Av, no increase in cytoplasmic localization could be detected. Moreover, since the 
cells were  split prior  to  the  addition  of  the drug,  partially  synchronizing  their  cell  cycle,  and  the 






Figure 7—16: Analysis of  interaction partners of Blanks using  immunoprecipitation and mass  spectrometry.  (A) Cells were 
cross‐linked  in vivo with 0.1 %  formaldehyde,  lysed and  immunoprecipitation was performed. The results of  the co‐IP were 
analyzed by mass spectrometry.  IP samples were run on a 10 % SDS‐PAGE and stained to visualize binding partners of FLAG‐
Blanks (B) and Blanks‐FLAG (C). Pulldowns were either conducted with anti‐V5 antibody or parental cell line extracts (5‐3) as 
negative controls. Vulcano plots of FLAG‐Blanks  (D, G) and Blanks‐FLAG  (E)  interactors. T‐test was conducted  to check  for 



























































































































































and provides  thereby  the possibility  to  export dsRNA  from  the  nucleus  to  the  cytoplasm.   Taken 
together,  these  findings  suggest  multiple  roles  of  Blanks  in  cellular  functions  and  regulation 
mechanisms. While the link to heterochromatin was already known, the interaction with replication 
proteins and nuclear  shuttling  factors  is an exciting new discovery.  It  suggests mechanistic  role of 









Figure  7—17:  Blanks  shuttles  between  the  nucleus  and  the  cytoplasm.  (A)  Schematic  of  the  nuclear  export  and  import  of 
proteins  in Drosophila and  the potential  involvement of Blanks  in  the process. Blanks could bind  to dsRNA and export  the 
molecule Ran‐dependent to the cytoplasm. The importins Kapα‐3 or Karyβ3 associate with Blanks and import the protein back 
to  the nucleus. This  import process  is  inhibited by  the addition of  importazol.  (Picture adapted  from  (Raices and DʹAngelo, 
2012))  (B) H2Av‐GFP  and  Blanks‐GFP  cell  lines were  used  to monitor  the  shuttling  of  the  Blanks  protein.  (C)  Importazol 













Blanks  is  rather  important  for  the generation of siRNAs derived  from specific  loci which  I was 
able to identify. The 12 loci are either characterized by surrounding heterochromatic regions and TE 
insertions nearby or convergent transcription. In eukaryotic genomes, overlapping transcription units 
are  rather  frequent  events.  In  Drosophila,  approximately  900  loci  with  annotated  overlaps  were 
identified. Around  800  loci  have  overlaps  at  their  3’  ends  (convergent  transcription)  and  100  loci 
overlap at  their 5’ ends  (divergent  transcription)  (Zhang et al., 2006). Most of  these  loci give rise  to 
bona  fide  siRNAs,  however,  the  amount  of  generated  small  RNAs  in  Drosophila  is  less  than  in 
mammalian cells. In addition to these rather short siRNA loci, two genes with extensive transcription 
overlap  are  the  source  of  endogenous  siRNAs:  klarsicht  and  thickveins(Okamura  et  al.,  2008a). 




the  generation  of  siRNAs  from  novel,  so  far  uncharacterized  siRNA  generating  regions. 
Overexpression of Blanks can even boost the generation of siRNAs at some of these loci. 
Proteins of the nuclear import and export such as Ran or proteins of the importin‐β family were 
identified  as  interactors of Blanks. This  supports  the model  that Blanks might  shuttle between  the 
nucleus and the cytoplasm in order to export dsRNA that comes from specific loci to the cytoplasm 
where it can be further processed by the RNAi machinery (Figure 7—18). By inhibiting the importin‐
dependent re‐import of nuclear proteins,  I was able  to show  that Blanks accumulates  indeed  in  the 
cytoplasm, thus confirming the model that Blanks is a potential dsRNA export factor. 
Next, it would be interesting to learn more about the substrate specificity of Blanks and if Blanks 
can  discriminate  between  dsRNAs  from  different  loci.  An  initial  insight  would  be  gained  by 
performing  in  vitro  assays  with  recombinant  Blanks  and  distinctly  modified  RNAs  to  measure 
differences  in  the  KD  value.  The  results  could  provide  hints  towards  the  physiological  function. 
Alternatively,  RNA  immunoprecipitation  with  Blanks  followed  by  deep  sequencing  could  be 
performed in order to learn more about the RNA substrate that is bound by Blanks in vivo. 
If Blanks works  as a dsRNA  export  factor,  its overexpression  in  tissues  that normally have no 















Figure 7—18: Model describing  the  function of Blanks. Blanks  shuttles between  the  cytoplasm and  the nucleus and exports 




cells  is ensured by  the piRNA pathway. The piRNA cluster contains  the  information of all TEs that 




proximity  to some Blanks‐dependent siRNA  loci. Moreover,  the repressive effect of Blanks  is much 
stronger  on  reporter  genes which may  resemble  a  “novel” TE  insertion  than  on  endogenous TEs. 
Additionally, the piRNA pathway is less active in the male germline than in the female resulting in 
the  need  of  additional  silencing mechanisms  (Quenerchʹdu  et  al.,  2016).It would  be  interesting  to 
study  the siRNA abundance and  the characteristic of  the Blanks‐dependent siRNA  loci  in  testes as 
well in order to gain more insight into the physiological role of Blanks. 
In addition,  it  remains unclear  if  the  interaction between Blanks and HP1 has a  functional and 
physiological impact. Does Blanks represent the adaptor that connects RNAi with heterochromatin in 
flies?  In  fission  yeast,  a  transcriptional  silencing  mechanism  exists  that  links  siRNAs  with 
heterochromatic  proteins. Moreover,  the  interaction  of  Blanks with  ssDNA  binding  proteins  and 
factors  involved  in  replication  remains  elusive. Maybe Blanks bridges DNA – RNA  interactions  in 










depletion,  this may argue  for  an  siRNA‐independent  function of Blanks. The  interaction of Blanks 
with proteins  involved  in  replication  and  chromatin  condensation would  support  this  hypothesis. 
Very  recently  it was discovered  that RNA‐binding proteins  can bind  to  the 3’UTR of mRNAs and 
function  as  scaffolds  to mediate  protein‐protein  interactions. These  recruited  proteins  can  interact 
with  the nascent polypeptide chain and have an  influence on stability,  localization or  translation of 
the protein  (Mayr,  2016). Maybe Blanks  binds normally  to  structured  regions  of  the  3’UTR of  the 
upregulated proteins and mediates thereby the translational repression of them.   
Although no  effect of Blanks on  the  exo‐siRNA pathway was detectable,  it would be worth  to 
infect cells with viruses to study the effect of Blanks on viral defense. It is known that RNA viruses 
that are able to infect Drosophila can give rise to cDNA fragments which are generated from the viral 




Finally,  a  region within  Blanks  has  homology  to  the mammalian NF90  protein,  an  important 
factor  involved  in virus defense  and  expression  regulation. This might point  towards  an  (at  least) 
functional  conservation  of  Blanks  in  higher  eukaryotes  and  mammals.  One  first  interesting 
experiment would  be  to  ectopically  express Drosophila  Blanks  in  human  cells  and  check  if  RNAi 
triggered by the expression of hairpin RNAs is more efficient than in the wt situation. 
All  in all,  the described  findings emphasize  that  the RNAi pathway and  the  regulation of gene 











are  very  powerful  and  versatile  methods  that  have  transformed  biology  from  the  focused 
investigation of  a  single process  to  the description of networks  and global mechanisms. Although 
both techniques are very well suited for the comprehensive analysis of a single protein or pathway, 
their real power  is within  the “‐omics”  field. Proteins  that are epitope  tagged at  their chromosomal 







in  the  RNAi  pathway  (trans),  I  observed  that  the  genomic  defense mechanism  against  invading 




an HR  donor  results  in  a  strong  RNAi  response.  Although  this  situation  resembles  a  low  copy 
phenomenon, the RNAi response is rather strong in the beginning. The difference in the mechanisms 
how  the  genetic  information  is  integrated  into  the  genome may  provide  an  explanation  for  the 
varying response strategies: While the reporter cell lines for the investigation of the cis‐elements were 
generated using an  integrase,  the  introduced epitope  tag at  the chromosomal  locus occurs after  the 
introduction  of  a  DSB  by  the  Cas9  nuclease.  The  integrase‐mediated  integration  process  of  the 
plasmid, however, has no DSB  intermediate. The  fact  that upon a DSB a strong  siRNA  response  is 
triggered  in  Drosophila  (Michalik  et  al.,  2012;  Schmidts  et  al.,  2016)  and  also  in  other  organisms 
supports the hypothesis that the cell perceives these as distinct situations. The siRNAs possibly mark 
the integrated sequence as a genomic scar. 







transfection of  the  cis‐element  reporter plasmids  in  section  5.2.2, no  correlation  between promoter 
strength  of  the  reporter  gene  and  the  amount  of  siRNAs  could  be  detected;  rather,  the  whole 









important  also  for medical  reasons.  TE  activity  and  new  insertions  are  a  severe  risk  for  genome 




functions  as  a  tumor  suppressor,  in  the  genome  of  a  breast‐cancer  patient  (Clayton  et  al.,  2016). 
Consequently,  the  understanding  of  TE  recognition  is  essential  to  understand why  transposition 
activity increases and confers a higher oncogenic risk. Although the presented work was performed 
in  cultured Drosophila  cells,  the  underlying  principles may well  be  conserved  in  humans  despite 










  Insert / features  resistance  source 
pRB10  ubi‐GFP‐polyA, Blasti‐R, attB  Amp  AG Förstemann 
pSK5  sucb‐GFP‐polyA, Blasti‐R, attB  Amp  AG Förstemann 
pSK7  H2A‐GFP‐polyA, Blasti‐R, attB  Amp  AG Förstemann 
pSK9  sucb‐GFP‐HSL, Blasti‐R, attB  Amp  AG Förstemann 
pSK11  H2A‐GFP‐HSL, Blasti‐R, attB  Amp  AG Förstemann 
pSK13  ubi‐GFP‐HSL, Blasti‐R, attB  Amp  AG Förstemann 
pSK20  tctp‐mini‐white‐intron‐GFP, ‐AGgt…agGT‐ Amp this study 
pSK21  tctp‐mini‐white‐intron‐GFP, ‐AGgt…ccGT‐ Amp this study 
pSL2  tctp‐GFP  Amp AG Förstemann
pSL3  tctp‐mini‐white‐intron‐GFP, ‐gt…ag‐ Amp AG Förstemann
pSL4  tctp‐mini‐white‐intron‐GFP, ‐gt…cc‐ Amp AG Förstemann
pSK28  as pSL2, Blasti‐R, attB  Amp this study 
pSK34  as pSK20, Blasti‐R, attB  Amp this study 
pSK35  as pSK21, Blasti‐R, attB  Amp this study 
pSK33  as pSL3, Blasti‐R, attB  Amp this study 
pSK36  as pSL4, Blasti‐R, attB  Amp this study 
Plasmids for genomic tagging are described in section 9.3.2 
9.1.2 Molecular cloning of the reporter plasmids 
The  cloning  of  the  plasmids  pSK5,  pSK7,  pSK9,  pSK11  and  pSK13  and  the  features  of  the  other 
plasmids that were used in this study were previously described(Kunzelmann, 2013).  
The  used  splice  reporter  plasmids  were  cloned  according  to  established  laboratory  practice 
(Sambrook and Russel, 2000). They are  listed  in section 9.1.1.To  this end, the mini‐white intron was 
amplified by PCR using primers that contain restriction enzyme recognition sites at their ends and the 
corresponding splice signals  / mutations. Prior  to  ligation,  the PCR products and  the Plasmid pSL2 





treated  with  FastAP  (Thermo)  to  remove  the  5’  phosphate  at  the  ends.  Linearized  and 
dephosphorylated plasmid backbones and PCR products were purified by using the Wizard SV Gel 
and PCR Clean‐Up System (Promega) according to the manufacturer’s instructions. 
Insert  and  backbone  DNA  was  ligated  using  T4  DNA  ligase  (NEB)  according  to  the 
manufacturer’s  instructions.  E.  coli  cells  (XL2) were  transformed with  the  ligation  product. After 
selection  on LB‐Amp‐plates, positive  clones were validated  by  colony PCR,  subsequent  restriction 
digest  and  sequencing  (Eurofins  MWG  Operon,  Anzinger  Str.  7a,  85560  Ebersberg).  Sequencing 
results were analyzed using the ApE plasmid editor (v2.0.45). 
In  order  to  generate  plasmids  that  can  be  integrated  into  the  genome  of  cells  via  the  ΦC31 
integrase system,  the attB site and  the blasticidin resistance gene were amplified by PCR and blunt 
end cloned into the pJET vector (Thermo). The cassette was excised from the resulting plasmid with 
EcoRI  (NEB) and  ligated  into  the equally  linearized plasmids pSK20, pSK21, pSL2, pSL3 and pSL4. 
Cloning success was confirmed by restriction digest and sequencing. 
9.1.3 gDNA isolation, RNA isolation and reverse transcription, qPCR 
Genomic  DNA  was  isolated  from  Drosophila  S2  cells  either  using  the  Wizard  Genomic  DNA 
Purification Kit (Promega) as described in the manufacturer’s protocol or by using the Wizard SV Gel 
and PCR Clean‐Up System (Promega). To this extent, 100 μl resuspended cells were incubated with 




transcription  was  performed  using  Superscript  III  (Invitrogen)  as  described  by  the  company’s 
protocol. The reaction was primed with random hexamers (Eurofins‐MWG).  
Quantitative  PCR  was  carried  out  with  SYBR  green  mixes  (DyNAmo‐Flash,  Thermo)  using 
approximately 10 ng of genomic DNA or cDNA as template. The qPCR was performed in a Biometra 
TOptical Thermocycler (Analytik Jena, Germany). Primers for GFP and rp49 were used as previously 





















    taatacgactcactatagggatggcctcttatgccattca    
9.1.5 Deep sequencing library generation and analysis 
sRNA  libraries were generated as previously described  (Elmer et al., 2014). However,  the ZR small 
RNA  PAGE  Recovery  Kit  (Zymo  Research, USA) was  used  after  PAGE‐purification  of  the  small 
RNAs. Deep sequencing was performed on an Illumina HiSeq instrument by LAFUGA (Gene Center, 
LMU Munich, Germany) and the sequences were analyzed using custom Galaxy, bowtie, perl and R 
scripts:  Preprocessing  and  quality  control  of  sequencing  data was  performed  on  a Galaxy  Server 
(Giardine  et  al.,  2005) hosted by LAFUGA  (Gene Center, Munich). The  reads were mapped using 
Bowtie (version 1.0.0) (Langmead et al., 2009). Bowtie‐built index files of the D. melanogaster genome 
(release  6.08), mature miRNAs  (miRBase  download  2017‐01‐19),  transposons  (Berkley  Drosophila 
Genome Project, download 2017‐01‐19) and of  the  transfected plasmids were used  to determine  the 
matching sequences allowing no mismatches (‐v0). Mapped reads were visualized by using RStudio 




SDS‐polyacrylamide  gel  electrophoresis  (SDS‐PAGE)  and  western  blotting  was  performed  as 
previously described in (Aumiller et al., 2012). The proteins were separated by a 10 % PAG (National 
Diagnostics,  USA)  at  150  V  in  a  BioRad  electrophoresis  tank.  Gels  were  stained  using  colloidal 
Commassie blue solutions or a silver staining kit by Thermo Scientific.  
Blotting  to a PVDF membrane  (Millipore) was performed by  tank blotting  (100 V, 90 min). The 
membrane  was  blocked  in  5  %  milk‐TBS/T  for  at  least  20  minutes  at  room  temperature.  The 
incubation with the primary antibodies was conducted over night (4°C) in 1 x TBS‐solution with 0,02 
% Tween  (TBS/T)  +  5% milk.  Subsequently,  the membrane was washed  3  times  in TBS‐T  at  room 
temperature for approximately 10 min each and incubated with the appropriate secondary antibody 





anti‐FLAG M2 (Sigma)    mouse    1:10,000 in milk ‐ TBS + 0.02 % Tween 
anti‐V5 (Biorad)    mouse    1:10,000 in milk ‐ TBS + 0.1 % Tween 
anti‐Dcr‐2 (from Siomi Lab)  mouse    1:1,000 in milk ‐ TBS + 0.02 % Tween 
Secondary antibody: 






S2  cells were harvested, washed  twice with 1x PBS and  resuspended  in an appropriate volume of 
1xPBS to gain 107 cells / ml. 37 % formaldehyde stock solution was added to the medium to reach a 
final  concentration  of  0.1 %  formaldehyde. The  cell  suspension was  incubated  for  5 min  at  room 
temperature on a rotating wheel. Finally, glycine (stock 1.25 M) was added to reach a concentration of 
125 mM  to quench  the  cross‐linking  reaction,  the  suspension was  centrifuged and  the  supernatant 
discarded. 
For  lysis,  the  cells were  resuspended  in  an  appropriate  volume  of  lysis  buffer  (150 mM KAc 
pH7.4, 30 mM Hepes pH 7.4, 5 mM MgAc, 1 mM DTT, 15% glycerol, 1% tergitol, per 10 ml: 1 tablet 
Protease Inhibitor (complete EDTA‐free, Roche)). Cells were mechanically lysed using the Bioruptor 
(Diagenode,  20  cycles  a  20’’  ON,  40’’  OFF).  Insoluble  debris was  pelleted  by  centrifugation,  the 
supernatant contains the protein extract. 
For immunoprecipitation, 20 μL Dynabeads Protein G (Invitrogen) were washed with lysis buffer, 
resuspended  in  200  μl  in  lysis  buffer  and  incubated with  2  μl  anti‐FLAG M2  (Sigma)  or  anti‐V5 











and  the solution was  incubated  for 3 min  in  the dark at 25°C. 1 μL of 1 M DTT was added  to  the 
reaction,  incubated  for  10 min  and  in  the  end  2.5  μL  trifluoroacetic  acid was  added  to  stop  the 
reaction. The samples were lyophilized using a vacuum centrifuge. 
LC‐MS/MS was  performed  on  an  EASY‐nLC  1000  chromatography  system  (Thermo  Scientific, 








recorded by  the mass  spectrometer was analyzed using MaxQuant and  its  label‐free quantification 







from  a  normal  distribution  of  values  that  are  close  to  the  normalized  values  of  the  sample.  The 
downstream analysis was performed with data prepared in that way. 






















E.coli  BL21  (DE,  pLysS) were  transformed with  the  plasmid  pHZ1  that  expresses  the GST‐Blanks 






















samples  were  sonicated  using  the  Bioruptor  (Diagenode,  15  cycles  a  30’’  ON,  60’’  OFF)  and 
afterwards centrifuged at maximal speed. 200 μg of the cell extract was used for sample preparation 
following  the FASP protocol  (Wisniewski et al., 2009). Finally,  the solution was desalted using C18 
stage  tips  (Empore Solid Phase Extraction  cartridge, Millipore)  and  the peptides were  lyophilized. 
The measurement was performed by “Zentrallabor für Proteinanalytik ZfP”, LMU Munich (extended 





Germany)  containing  10%  fetal  bovine  serum  (FBS,  Thermo  Fisher;  Waltham,  USA)  and 
Penicillin/Streptomycin in cell culture dishes at 25°C. The cells were split 1‐2 times per week in a 1:10 
ratio into new dishes and medium up to 20 passages. 
Transfection  of  cells was  performed  as  described  in  (Shah  and  Forstemann,  2008)  using  4  μL 
FuGENE HD  Transfection  Reagents  (Promega)  and  0.5  μg  plasmid  DNA  per  500  μL  of  culture 
medium. 
Generation  of  ΦC31  integrase  mediated  cell  lines  was  performed  as  previously  described 
(Kunzelmann, 2013): F09 f.c. cells were transfected with the attB site containing reporter plasmids. F09 
f.c. cells are S2 derivatives and contain several attP landing sites in their genome and stably express 
the ΦC31  integrase. ΦC31  integrase mediates  the  interaction of attB and attP sites and catalyzes  the 
targeted integration of the plasmid into the genome. Positive clones were selected by adding 10 μg/ml 
blasticidin to the culturing medium 1.5 weeks after transfection. For 3 weeks, the cells were split once 

















































































FSC detector:  E00 Voltage    1.00 AmpGain    Lin Mode  
SSC detector:  340 Voltage    1.00 AmpGain    Lin Mode 
FL1 detector:  325 or 400 Voltage  1.00 AmpGain    Log Mode   
Threshold:    primary parameter:  FSC 
      value:      199 
CellQuest Pro  (Version 6.0) and BD PlateManager  (Version 2.0) were used  to access  the cytometer. 
Data was  analyzed  using Rstudio  0.97.551  / R  version  3.0.2,  the  Bioconductor  packages  flowCore 













Anders, C., Niewoehner, O., Duerst, A.,  and  Jinek, M.  (2014).  Structural  basis  of  PAM‐dependent 
target DNA recognition by the Cas9 endonuclease. Nature 513, 569‐573. 
Aumiller, V., Graebsch, A., Kremmer, E., Niessing, D., and Forstemann, K.  (2012). Drosophila Pur‐




Barber, G.N.  (2009). The NFARʹs  (nuclear  factors associated with dsRNA): evolutionarily conserved 
members of the dsRNA binding protein family. RNA Biol 6, 35‐39. 




Bassett,  A.R.,  Tibbit,  C.,  Ponting,  C.P.,  and  Liu,  J.L.  (2014).  Mutagenesis  and  homologous 
recombination in Drosophila cell lines using CRISPR/Cas9. Biol Open 3, 42‐49. 
Bhaya,  D.,  Davison, M.,  and  Barrangou,  R.  (2011).  CRISPR‐Cas  systems  in  bacteria  and  archaea: 
versatile small RNAs for adaptive defense and regulation. Annu Rev Genet 45, 273‐297. 
Bird,  S.L., Heald, R.,  and Weis, K.  (2013). RanGTP  and CLASP1  cooperate  to position  the mitotic 
spindle. In Mol Biol Cell, pp. 2506‐2514. 
Byrne,  S.M., Mali, P.,  and Church, G.M.  (2014). Genome  editing  in human  stem  cells. Methods  in 
enzymology 546, 119‐138. 
Böttcher, R., Hollmann, M., Merk, K., Nitschko, V., Obermaier, C., Philippou‐Massier, J., Wieland, I., 
Gaul,  U.,  and  Förstemann,  K.  (2014).  Efficient  chromosomal  gene  modification  with 
CRISPR/cas9 and PCR‐based homologous recombination donors in cultured Drosophila cells. 
Caplen,  N.J.,  Fleenor,  J.,  Fire,  A.,  and  Morgan,  R.A.  (2000).  dsRNA‐mediated  gene  silencing  in 










Chenais, B.  (2015). Transposable  elements  in  cancer  and other human diseases. Curr Cancer Drug 
Targets 15, 227‐242. 




















Dumesic, P.A., Natarajan, P., Chen, C., Drinnenberg,  I.A., Schiller, B.J., Thompson,  J., Moresco,  J.J., 
Yates,  J.R., 3rd, Bartel, D.P., and Madhani, H.D.  (2013). Stalled  spliceosomes are a  signal  for 
RNAi‐mediated genome defense. Cell 152, 957‐968. 
Elmer, A.K. (2013). Modeling Transposon Recognition in Drosophila melanogaster. 
Elmer, K., Helfer,  S., Mirkovic‐Hosle, M.,  and  Forstemann, K.  (2014). Analysis  of  endo‐siRNAs  in 
Drosophila. Methods Mol Biol 1173, 33‐49. 
Eulalio, A., Tritschler, F., and Izaurralde, E.  (2009). The GW182 protein  family  in animal cells: New 
insights into domains required for miRNA‐mediated gene silencing. In RNA, pp. 1433‐1442. 
Fabrini, R., De Luca, A., Stella, L., Mei, G., Orioni, B., Ciccone, S., Federici, G., Lo Bello, M., and Ricci, 




Feschotte,  C.  (2008).  Transposable  elements  and  the  evolution  of  regulatory  networks.  Nature 
Reviews Genetics 9, 397‐405. 
















W.E.,  and  Zamore,  P.D.  (2005).  Normal  microRNA  maturation  and  germ‐line  stem  cell 











Gerbasi, V.R., Preall,  J.B., Golden, D.E., Powell, D.W., Cummins, T.D.,  and Sontheimer, E.J.  (2011). 
Blanks,  a  nuclear  siRNA/dsRNA‐binding  complex  component,  is  required  for  Drosophila 








Cristofari, G.,  and  Saleh, M.C.  (2013).  RNA‐mediated  interference  and  reverse  transcription 



















Islam, M.S.,  Aryasomayajula,  A.,  and  Selvaganapathy,  P.R.  (2017).  A  Review  on Macroscale  and 
Microscale Cell Lysis Methods. Micromachines 8, 1‐25. 
Jakob, L., Treiber, T., Treiber, N., Gust, A., Kramm, K., Hansen, K., Stotz, M., Wankerl, L., Herzog, F., 





Kaboord,  B.,  and  Perr,  M.  (2008).  Isolation  of  proteins  and  protein  complexes  by 
immunoprecipitation. Methods Mol Biol 424, 349‐364. 
Kandasamy,  S.K.,  and  Fukunaga, R.  (2016). Phosphate‐binding pocket  in Dicer‐2  PAZ domain  for 
high‐fidelity siRNA production. 
Kazazian, H.H., Jr. (2004). Mobile elements: drivers of genome evolution. Science 303, 1626‐1632. 








Kunzelmann,  S.B.  (2013).  The  influence  of  functional  genetic  elements  on  triggering  an  RNAi 
response in Drosophila melanogaster (Master Thesis). In Faculty for Chemistry and Pharmacy, 
Department of Biochemistry (Munich: LMU München). 
Lamontagne, B., Larose, S., Boulanger,  J., and Elela, S.A.  (2001). The RNase  III  family: a  conserved 
structure  and  expanding  functions  in  eukaryotic  dsRNA  metabolism.  Current  issues  in 
molecular biology 3, 71‐78. 

















Lottspeich,  F.,  and  Engels,  J.W.  (2006).  Bioanalytik,  Vol  2  (Heidelberg:  Spektrum  Akademischer 
Verlag). 





Meister,  G.  (2013).  Argonaute  proteins:  functional  insights  and  emerging  roles.  Nature  reviews 
Genetics 14, 447‐459. 













Nishikura, K.  (2010).  Functions  and  regulation  of RNA  editing  by ADAR  deaminases. Annu  Rev 
Biochem 79, 321‐349. 
Okamura, K., Balla, S., Martin, R., Liu, N., and Lai, E.C.  (2008a). Two distinct mechanisms generate 








































Schulz, D.,  Schwalb, B., Kiesel, A., Baejen, C., Torkler, P., Gagneur,  J.,  Soeding,  J.,  and Cramer, P. 
(2013). Transcriptome surveillance by selective termination of noncoding RNA synthesis. Cell 
155, 1075‐1087. 












Stewart‐Ornstein,  J.,  and  Lahav, G.  (2016). Dynamics  of  CDKN1A  in  Single  Cells Defined  by  an 
Endogenous Fluorescent Tagging Toolkit. Cell Rep. 
Sun, M., Hurst, L.D., Carmichael, G.G., and Chen,  J.  (2006). Evidence  for variation  in abundance of 
antisense  transcripts  between  multicellular  animals  but  no  relationship  between  antisense 
transcriptionand organismic complexity. Genome research 16, 922‐933. 
Sundaram,  V.,  Cheng,  Y., Ma,  Z.,  Li,  D.,  Xing,  X.,  Edge,  P.,  Snyder, M.P.,  and Wang,  T.  (2014). 
Widespread  contribution  of  transposable  elements  to  the  innovation  of  gene  regulatory 
networks. Genome Res 24, 1963‐1976. 







ten Have,  S., Boulon,  S., Ahmad, Y.,  and Lamond, A.I.  (2011). Mass  spectrometry‐based  immuno‐
precipitation proteomics ‐ the userʹs guide. Proteomics 11, 1153‐1159. 
Tomari, Y., Matranga, C., Haley,  B., Martinez, N.,  and  Zamore,  P.D.  (2004). A  protein  sensor  for 
siRNA asymmetry. Science 306, 1377‐1380. 
van Rij, R.P.,  and Berezikov, E.  (2009). Small RNAs  and  the  control of  transposons  and viruses  in 
Drosophila. Trends in microbiology 17, 163‐171. 











Wicker,  T.,  Sabot,  F., Hua‐Van, A.,  Bennetzen,  J.L., Capy,  P., Chalhoub,  B.,  Flavell, A.,  Leroy,  P., 








Yamanaka,  S.,  Siomi, M.C.,  and  Siomi, H.  (2014).  piRNA  clusters  and  open  chromatin  structure. 
Mobile DNA 5, 22. 
Yang, F., Zhao, R., Fang, X., Huang, H., Xuan, Y., Ma, Y., Chen, H., Cai, T., Qi, Y., and Xi, R. (2015a). 







Yi, R., Qin, Y., Macara,  I.G., and Cullen, B.R.  (2003). Exportin‐5 mediates  the nuclear export of pre‐
microRNAs and short hairpin RNAs. In Genes Dev, pp. 3011‐3016. 








Zhou,  R.,  Hotta,  I.,  Denli,  A.M.,  Hong,  P.,  Perrimon,  N.,  and  Hannon,  G.J.  (2008).  Comparative 
analysis of argonaute‐dependent small RNA pathways in Drosophila. Mol Cell 32, 592‐599. 








Mein  Dank  gilt  zuerst  meinem  Doktorvater  Prof.  Dr.  Klaus  Förstemann  für  die  Betreuung  und 
Begleitung während meiner Zeit am Genzentrum. Danke, dass  ich so viel von dir  lernen durfte, du 










Danke  auch  an  Dietmar  Martin  für  die  Übernahme  des  Zweitgutachtens  und  allen  Mitgliedern 




Und  nicht  zuletzt  möchte  ich  meiner  Familie,  meinen  Eltern,  meiner  Schwester  und  meinen 
Großeltern, danke sagen, dass sie mich in meinen Studienzeiten unterstützt und mir damit all das erst 
ermöglicht haben. 
